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Die Erfindung betrifft Glykosyl-Spacer-Wirkstoff-Verbindungen (Prodrugs), ihre Herstellung sowie ihre 
Verwendung als Arzneimittel. 

Die Therapie bosartiger Tumore, entzundlicher Erkrankungen, oder Autoimmunerkrankungen ist neben 
der unzureichenden Wirksamkeit der Therapeutika meist mit starken Nebenwirkungen verbunden. Dieser 

5 Mangel kann hauptsachlich mit der zu geringen in vivo Selektivitat der eingesetzten Wirkstoffe erklart 
werden. So lassen sich in vieien Fallen die gunstigen in vitro pharmakologischen Eigenschaften der 
Wirkstoffe in vivo nicht bestatigen. 

Seit vieien Jahren beschaftigen sich Wissenschaftler, allerdings ohne durchgreifenden Erfolg, mit 
diesem Problem. Eine Forschungsrichtung beschaftigte sich mit der Herstellung und Verwendung von 

jo Substanzen, die in vivo zu Prodrugs metabolisiert werden, die anschliessend ortsspezifisch durch Enzyme 
zu den Wirkstoffen (drugs) gespalten werden. So benutzten Sweeney und Mitarbeiter (Cancer Research 31 , 
477-478, 1971) Mycophenolsaure, die in vivo zu inertem Mycophenolsaureglucuronid metabolisiert wird, zur 
Behandlung von bosartigen Tiertumoren. Die beobachteten Effekte auf das Tumorwachstum erklaren die 
Autoren durch enzymatische Abspaltung von Glucuronsaure durch im Tumor extrazellular, d.h. auf der 

75 Tumorzellmembran vorhandene Glucuronidase, gefolgt von der Aufnahme von Mycophenolsaure in die 
Tumorzellen. Vom Konzept her identische Therapieversuche haben Young et al. (Cancer 38, 1887-1895, 
1976) mit Anilinsenfgas im Rahmen einer klinischen Pruffing durchgefuhrt. Sie behandelten Tumorpatienten, 
deren Tumore auf hohe 0-Glucuronidasewerte gepruft wurden, mit Anilinsenfgas, welches entsprechend 
ihrer Hypothese in der Leber nach Hydroxilierung glucuronidiert und am Tumor durch /5-Glucuronidase zu 

20 toxischem Hydroxyanilinsenfgas gespalten werden sollte. Die therapeutischen Erfolge waren allerdings eher 
enttauschend. 

Eine weitere Forschungsrichtung ging einen Schritt weiter und stellte chemisch z.B. Anilinsenfgasglucu- 
ronsauremethylester oder 6-Mercaptopuringlucuronid her. Diese Prodrugs zeigten allerdings nur einen 
niedrigen Detoxifizierungsgrad, was einer in vivo Anwendung entgegenstand. Gunstigere Eigenschaften 

25 zeigten die 5-Fluorouracil O-0-D-glucuronid (FUOG)- oder 5-Fluorouracil N-glucuronid (FUNG) Verbindun- 
gen einer japanischen Arbeitsgruppe (Baba et al. Gann, 69, 283-284, 1978). Die Glucuronidierung von 5- 
Fluorouracil erhdhte die LD50 von 200 mg/kg fur 5-FU auf 5000 mg/kg fur das entsprechende Glucuronid. 
Deutliche Wirkung wurde allerdings nur mit FUOG nach zehnmaliger Lv. Gabe und Glucoseansauerung bei 
der Behandlung eines Mausmammakarzinoms erhalten. Allerdings muB hier betont werden, daB die 

30 Behandlung bereits 24 Stunden nach Implantation eines Tumorstuckchens begonnen wurde, ein Zeitpunkt, 
zu dem mit Sicherheit noch nicht von einem etablierten Tumor gesprochen werden kann. Wahrscheinlich 
bedingt durch potentielle Gewebezerstorung wahrend der Implantation wurde im Tumor lysosomale 
Glucuronidase freigesetzt, die kombiniert mit der durch Glucosebehandlung verbundenen pH Absenkung zu 
in vivo Wirksamkeit fuhrte. Die Relevanz dieses Modells fur die klinische Situation erscheint allerdings sehr 

35 fraglich. Die Tatsache, daB bis heute noch kein Therapeutikum aus diesen Verbindungen entstanden ist, 
deutet auf die geringe in vivo Wirksamkeit der Verbindungen hin. 

Eine Verbesserung der Wirksamkeit von Prodrugs hat sich die Arbeitsgruppe urn Katzenellenbogen 
(WO 81/01145) dadurch versprochen, daB sie anstatt der Glucuronyl-drugs Peptidspacer-drugs synthetisiert 
hat. Als aktivierende Enzyme sollen hierbei tumorassoziierte fibrinolytische oder koagulierende Proteasen 

40 wie z.B. Plasmin oder Plasminogenaktivatoren dienen. In vivo pharmakologische Wirksamkeit ist weder mit 
den in WO 81/01145 noch mit den in Journal of Medicinal Chemistry, 24, 479-480 (1981) beschriebenen, 
durch Proteasen in vitro aktivierbaren Doxorubicin- und Arabinosylcytosinspacerpeptiden gezeigt worden. 
Vor dem Hintergrund unseres heutigen Wissens uber das ubiquitare extrazellulare Vorkommen oben 
genannter Proteasen im menschlichen Korper ist die fehlende selektive in vivo Wirksamkeit der oben 

45 synthetisierten Verbindungen erklarbar. 

Trotz einer Vlelzahl von Hinweisen aus der oben zitierten Literatur uber die nicht sehr erfolgreiche 
Verwendung von Glucuronsaure-haltigen Prodrugs, auch in Kombination mit Glucoseansauerung (Baba, T. 
et al., Gann 69, 283-284, 1978) erhielt Rubin im Jahre 1984 ein US Patent (No. 4 481 195), in welchem er 
die Verwendung von Glucuronsaure-Wirkstoffverbindungen nach Ansauerung des Tumors und Alkalisierung 

so des Normalgewebes vorschlagt. Aus dieser Erfindung sind anscheinend noch keine verwendbaren klinisch 
erfolgreichen Therapeutika hervorgegangen. 

AuBerdem wurden durch Esterasen spaltbare Buttersaure-Prodrugs beschrieben. Allerdings zeigte sich, 
daB die therapeutischen Effekte der aus den Prodrugs in vivo freigesetzten Buttersaure denen eines 
Standardzytostatikums (Cisplatin) unterlegen sind. 

55 Alle soweit diskutierten Arbeiten gehen von einer Aktivierung von Prodrugs durch korpereigene Enzyme 
aus. Die mit diesem Prinzip erzielbaren in vivo-therapeutischen Effekte scheinen aber der Standard- 
Chemotherapie nicht Oberlegen zu sein. 



2 



EP0 595 133 A2 

Unabhangig von der bisher beschriebenen Forschungsrichtung (Prodrug-Aktivierung durch korpereige- 
ne Enzyme) entwickelte sich eine neue Forschungsrichtung, die versuchte nach Pralokalisation von 
xenogenen Antikorperenzymkonjugaten im Zielgewebe Prodrugs selektiv im Zielgewebe zu zytotoxischen 
Drugs zu spalten. (Philpott et al. Surgery 74, 51, 1973; Cancer Res. 34, 2159, 1974). Bagshawe (WO 

5 88/07378) schlug, basierend auf den Arbeiten von Philpott, die Verwendung von xenogenen Antikorperen- 
zymkonjugaten in Kombination mit Prodrugs zur Behandlung von Tumoren vor. Er verwendete Mausmono- 
klonale Antikorper, die er chemisch an bakterielle Carboxypeptidase G2 koppelte, als Antikorperenzymkon- 
jugat und Glutamylsenfgas als Prodrug. Senter (USP 4,975,278) beschreibt die Kombination von Antikorpe- 
renzymkonjugaten bestehend aus Maus-monoklonalen Antikorpern chemisch gebunden an alkalischer 

io Phosphatase mit Etoposidphosphat bzw. Penicillin V-amidase und N(-p-hydroxyphenoxyacetyl)adriamycin 
Prodrugs. Beide Systeme (Bagshawe und Senter) haben den Nachteil, daB die verwendeten Antikorperen- 
zymkonjugate xenogen und damit hoch immunogen sind. Dadurch ist wahrscheinlich nicht die Moglichkeit 
gegeben, sie wiederholt am gleichen Patienten im Rahmen mehrerer Therapiezyklen einzusetzen. Zusatz- 
lich besteht im System von Senter der Nachteil, daB das Enzym schon in erheblicher Menge im Humanblut 

75 vorkommt, wodurch eine systemische Aktivierung der Prodrug erfolgt. 

Aus diesen Unzulanglichkeiten heraus wurde von Bosslet et al. (Br. J. Cancer 65, 234-238, 1992) ein 
Fusionsprotein, bestehend aus dem humanisierten F(ab f ) 2 Fragment eines anti CEA Antikorpers und der 
humanen ^-Glucuronidase, hergestellt, welches enzymatisch aktiv ist, Tumorselektivitat besitzt, Glucuronyl- 
drugs spalten kann (Florent et al., Int. Carbohydr. Symposium p. 297, Abstract A262, Paris, 1992; Gesson et 

20 al., Int. Carbohydr. Symposium, p. 298, Abstract A263, Paris, 1992; Andrianomenjanahary et al., Int. 
Carbohydr. Symposium, p. 299, Abstract A264, Paris, 1992) und nach heutigem Stand des Wissens nicht 
oder nur sehr wenig immunogen ist. 

Im Rahmen der Arbeiten zur Synthese und in vivo pharmakologischen Prufung von Verbindungen, die 
optimal von diesem Fusionsprotein gespalten werden sollten, haben wir unerwarteter Weise Substanzen 

25 gefunden, die in Tumoren mit deutlichem Anteil desintegrierender Zellen, in entzGndlichen Prozessen und 
bei Autoimmunerkrankungen ohne vorherige Applikation des Fusionsproteins sehr effizient gespalten 
werden. 

Hierbei werden zur Aktivierung der Verbindungen beim gesunden Individuum vornehmlich intrazellular 
vorkommende Enzyme genutzt, die Unter oben erwahnten pathophysiologischen Bedingungen lokal extra- 
30 zellular vorkommen. 

Diese Verbindungen besitzen die allgemeine Formel Glykosyl-Spacer-Wirkstoff, dadurch gekennzeich- 
net, daB Glykosylrest und Spacer unter physiologischen oder pathophysiologischen Bedingungen vom 
Wirkstoff abspaltbar sind. Die Eigenschaften dieser Verbindungen sind derart, daB im allgemeinen der Poly- 
,Oligo- oder Monoglykosylrest durch enzymatische Hydrolyse, und danach der Spacer durch chemische 
35 Hydrolyse spontan abgespalten wird. Wirkstoff bedeutet eine chemische Substanz mit biologischer Wir- 
kung, besonders ein Pharmazeutikum, sowie deren durch Einfuhrung zusatzlicher Hydroxy-, Amino- oder 
Iminogruppen gewonnenen Derivate. 

Gegenstand der Erfindung sind solche Verbindungen und deren Verwendung. 

Gegenstand der Erfindung sind besonders Glykosyl-Spacer-Wirkstoff-Verbindungen der Formel I 



40 



Gly kosyl-Y[-C( = Y)-X-] p -W(R) n -X-C( = Y)-Wirkstoff (I) 



worin 

Glykosyl ein enzymatisch abspaltbares Poly-,Oligo- oder Monosaccharid, 
45 W ein Aromat oder Heteroaromat oder Aliphat mit konjugierten Doppelbindungen oder eine 

nach Abspaltung des Glykosylrests zyklisierender Aminosaurederivatrest, mit vorzugsweise 
5-20 Kohlenstoffatomen und 0-4 Heteroatomen, wobei Heteroatom N, O oder S bedeutet, 
ist, an den die Substituenten R gebunden sein konnen, wobei 
R unabhangig oder gleich H, Methyl, Methoxy, Carboxy, Methyloxycarbonyl, CN, Hydroxy, 

50 Nitro, Fluor, Chlor, Brom, Sulfonyl, Sulfonamid oder Sulfon (Ci -4)-alkylamid sind und 

p 0 oder 1 

n eine ganze Zahl, 

X O, NH, methylenoxy, methylenamino oder methylen (Ci-O-alkylamino 

Y O oder NH ist, und 

55 Wirkstoff eine uber eine Hydroxy-, Amino- oder Iminogruppe verknupfte Verbindung mit biologischer 
Wirkung, bevorzugt ein Pharmazeutikum, besonders bevorzugt ein uber eine Hydroxy oder 
bei p = 0 nicht 3'-Aminogruppe verknUpftes Anthrazyklin, vorzugsweise Doxorubicin, 4'- 
epi-Doxorubicin, 4- oder 4'-Desoxy-doxorubicin oder eine Verbindung vorzugsweise ausge- 
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wahlt aus der Gruppe Etoposide, N-Bis-(2-chlorethyl)-4-hydroxyanilin, 4-Hydroxycyclo- 
phosphamid, Vindesin, Vinblastin, Vincristin, Terfenadin, Terbutalin, Fenoterol, Salbutamol, 
Muscarin, Oxyphenbutazon, Salicylsaure, p-Aminosalicylsaure, 5-Fluorouracil, 5-Fluorocyti- 
din, 5-Fluorouridin, Methotrexat, Diclofenac, Flufenaminsaure, 4-Methy!aminophenazon, 
5 Theophyllin, Nifedipin, Mitomycin C, Mitoxantron, Camptothecin, m-AMSA, Taxol, Nocoda- 

xol, Colchicin, Cyclophosphamid, Rachelmycin, Cisplatin, Melphalan, Bleomycin, Stickstoff- 
Senfgas, Phosphoramid-Senfgas, Quercetin, Genistein, Erbstatin, Tyrphostin, Rohitukin- 
Derivat ((-)-cis-5,7-Dihydroxy-2-(2-chlorphenyl^^ 

benzopyran-4-on; EP 89119710.5), Retinolsaure, Buttersaure, Phorbolester, DMSO, Aclaci- 
10 nomycin, Progesteron, Buserelin, Tamoxifen, Mifepriston, Onapriston, N-(4-aminobutyl)-5- 

chloro-2-naphtalen-sulfonamid, Pyridinyloxazol-2-on, Quinolyl-, lsoquinolyloxazolone-2-on, 
Staurosporin, Ethanolamin, Verapamil, Forskolin, 1,9-Dideoxyforskolin, Quinin, Quinidin, 
Reserpin, 18-0-(3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzoyl)-reserpat, Lonidamin, Buthioninsulfoximin, 
Diethyldithiocarbamat, Cyclosporin A, Azathioprin, Chlorambucil, N-(4-Trifluormethyl)-phe- 
75 nyl-2-cyano-3-hydroxycroton-saureamid (WO 91/17748), 15-Deoxyspergualin, FK 506, Ibu- 

profen, Indomethacin, Aspirin, Sulfasalazin, Penicillinamin, Chloroquin, Dexamethason, 
Prednisolon, Lidocain, Propafenon, Procain, Mefonaminsaure, Paracetamol, 4-Aminophena- 
zon, Muskosin, Orciprenalin, Isoprenalin, Amilorid, p-Nitrophenylguanidinobenzoat Oder 
deren durch eine Oder mehrere Hydroxy-, Amino- Oder Iminogruppen zusatzlich substituier- 
20 te Derivate bedeutet. 

Bevorzugt sind Verbindungen der Formel I, 
worin 

W ein Phenylrest oder ein mehrfach substituierter Phenylrest, bei dem die Substituenten 
R unabhangig oder gleich H, Methyl, Methoxy, Carboxy, Methyloxycarbonyl, CN, Hydroxy, Nitro, 
25 Fluor, Chlor, Brom, Sulfonyl, Sulfonamid oder Sulfon (Ci - 4 )-alkylamid sind und 

p 0 oder 1 , 
n 1 bis 4 ist, 

X 0, NH, methylenoxy, methylenamino oder methylen-(Ci -4)-alkylamino, 
Y 0 Oder NH ist, 
30 und 

Wirkstoff eine Verbindung wie oben beschrieben bedeutet. 

Besonders bevorzugte Verbindungen sind solche Verbindungen der Formel I, worin 
GlykosyJ ein Poly-,Oligo- oder Monosaccharid, insbesondere ein alpha- oder beta-O-glycosidisch 
verknupfter D-Glucuronyl-, D-Glucopyranosyl-, D-Galactopyranosyh N-Acetyl-D-giucosami- 
35 nyl-, N-Acetyl-D-galactosaminyl-, D-Mannopyranosyl- oder L-Fucopyranosylrest, 

W ein Phenylrest oder ein monosubstituierter Phenylrest, bei dem einer der Substituenten 

R Methoxy, Methyloxycarbonyl, CN, Hydroxy, Nitro, Fluor, Chlor, Brom, Sulfonyl Oder Sulfo- 

namid ist und die ubrigen Wasserstoff sind, 
X O, NH, methylenoxy, methylenamino oder methylen-methylamino und 

40 Y O oder NH ist und 

Wirkstoff eine Verbindung wie oben beschrieben bedeutet. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfindung sind die folgenden: 

45 Verbindung, dadurch gekennzeichnet, daB der Glykosylrest durch enzymatische Hydrolyse abgespalten 
werden kann, daB der Spacer durch chemische Hydrolyse spontan abgespalten werden kann, daB der 
Wirkstoff ein Pharmazeutikum oder eines seiner durch Einfuhrung zusatzlicher Hydroxy-, Amino- oder 
Iminogruppen erhaltenen Derivate ist, daB sie hydrophiler ist als der Wirkstoff, daB sie in vivo zu weniger 
toxischen Reaktionen fOhrt als der Wirkstoff als solcher, daB der Wirkstoff eine pharmakologisch wirksame 

so Substanz ist, daB der Wirkstoff durch eine oder mehrere Hydroxy-, Amino- oder Iminogruppe zusatzlich 
substituiert ist und das Tumorwachstum verlangsamt, daB der Wirkstoff ein Standardzytostatikum ist, daB 
der Wirkstoff ein Antimetabolit ist, daB der Wirkstoff 5-Fluorouracil, 5-Fluorocytidin, 5-Fluorouridin, Cytosina- 
rabinosid oder Methotrexat ist, daB der Wirkstoff eine in die DNA interkalierende Substanz ist, daB der 
Wirkstoff Doxorubicin, Daunomycin, Idarubicin, Epirubicin oder Mitoxantron ist, daB der Wirkstoff die 

55 Topoisomerase I + II hemmt, daB der Wirkstoff Camptothecin, Etoposid oder M-AMSA ist, daB der 
Wirkstoff ein Tubulinhemmer ist, daB der Wirkstoff Vincristin, Vinblastin, Vindesin, Taxol, Nocodaxol. 
Colchicin oder Etoposid ist, daB der Wirkstoff ein AJkylanz ist, daB der Wirkstoff Cyclophosphamid, 
Mitomycin C, Rachelmycin, Cisplatin, Phosphoramid-Senfgas, Melphalan, Bleomycin, Stickstoff-Senfgas 
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Oder N-Bis-(2-chlorethy!-4-hydroxyanilin ist, daB der Wirkstoff Neocarzinostatin, Calicheamicin, Dynemicin 
Oder Esperarnicin A ist, daB der Wirkstoff eine die Ribosomen inaktivierende Verbindung ist, daB der 
Wirkstoff Verrucarin A ist, daB der Wirkstoff ein Tyrosinphosphokinaseinhibitor ist, daB der Wirkstoff 
Quercetin, Genistein, Erbstatin, Tyrphostin Oder Rohitukin-Derivat ist, daB der Wirkstoff ein Differenzierungs- 

5 induktor ist, daB der Wirkstoff Retinolsaure, Buttersaure, Phorbolester, DMSO oder Aciacinomycin ist, daB 
der Wirkstoff ein Hormon, Hormonagonist bzw. Hormonantagonist ist, daB der Wirkstoff Progesteron, 
Buserelin, Tamoxifen, Mifepriston oder Onapriston ist, daB der Wirkstoff eine Substanz ist, welche die 
pleiotrope Resistenz gegenuber Zytostatika verandert, daB der Wirkstoff ein Calmodulin-lnhibitor ist, daB der 
Wirkstoff ein Proteinkinase C-lnhibitor ist, daB Wirkstoff ein P-Glykoprotein-lnhibitor ist, daB der Wirkstoff ein 

w Modulator der mitochondrial gebundenen Hexokinase ist, daB der Wirkstoff ein Inhibitor der 7-Glutamylcy- 
steinsynthetase oder der Glutathion-S-transferase ist, daB der Wirkstoff ein Inhibitor der Superoxiddismutase 
ist, daB der Wirkstoff einen Inhibitor des durch den MAk Ki67 definierten proliferationsassoziierten Proteins 
im Zellkern sich teilender Zellen darstellt, daB der Wirkstoff eine Substanz ist, die immunsuppressive 
Effekte ausubt, daB der Wirkstoff ein Standardimmunsuppressivum ist, daB der 

75 Wirkstoff ein Makrolid ist, daB der Wirkstoff Cyclosporin A, Rapamycin, FK 506 ist, daB der Wirkstoff 
Azathioprin, Methotrexat, Cyclophosphamid oder Chlorambucil ist, daB der Wirkstoff eine Substanz ist, die 
antiinflammatorische Wirkung hat, daB der Wirkstoff eine nicht steroidale antiinflammatorische Substanz ist, 
daB der Wirkstoffeine slow acting antirheumatic drug ist, daB der Wirkstoff ein Steroid darstellt, daB der 
Wirkstoff eine Substanz ist, die antiphlogistische, analgetische oder antipyretische Wirkung hat, daB der 

20 Wirkstoff ein Derivat einer organischen Saure darstellt, daB der Wirkstoff ein nicht saures Analgetikum / 
Antiphlogistikum darstellt, daB der Wirkstoff Oxyphenbutazon ist, daB der Wirkstoff ein Lokalanasthetikum 
ist, daB der Wirkstoff ein Antiarrhythmikum ist, daB der Wirkstoff ein Ca ++ Antagonist ist, daB der Wirkstoff 
ein Antihistaminikum ist, daB der Wirkstoff ein Hemmstoff der Phosphodiesterase ist, daB der Wirkstoff ein 
Parasympathomimetikum ist, daB der Wirkstoff ein Sympathomimetikum ist oder daB der Wirkstoff eine 

25 Substanz mit inhibitorischer Wirkung auf die humane Urokinase ist; und auBerdem Verbindung, dadurch 
gekennzeichnet, daB der 

Glykosylrest ein alpha- oder beta-O-glycosidisch verknupfter D-Glucuronyh D-Glucopyranosyl-, D- 

Galactopyranosyl, N-Acetyl-D-glucosaminyl-, N-Acetyl-D-galactosaminyh D-Mannopyranosyl- oder L-Fuco- 

pyranosylrest ist, daB sie 4 , -0-[4-(alpha-D-Glucopyranosyloxy)-phenylaminocarbonyl]-etoposid, 
30 4'-0-[4-(beta-D-Glucopyranosyloxy)-phenylaminocarbonyl]-etoposid, 

4'-0-[4-(alpha-D-Galactopyranosyloxy)-phenylaminocarbonyl]- etoposid, 

4'-0-[4-(beta-D-G!ucuronyloxy)-phenylaminocarbonyl]-etoposid, 

4»_0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-3-nitro-benzylaminocarbonyl]- etoposid, 

4'-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-3-chlor-benzylaminocarbonyl]- etoposid, 
35 1-N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonyl]-mitomycin C, 

14-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-3-nitro-benzylaminocarbonyl]- doxorubicin, 

4-0-[4-(beta-D-Glucurony!oxy)-benzylaminocarbonyl]-4-hydroxy- 1-N-(bis-2-chlorethyl)-anilin, 

4-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-terfenadin, 

3».0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-terbutalin, 
AO 3'-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-fenoterol, 

V-O-^^beta-D-GlucuronyloxyJ-benzylaminocarbonylJ-salbutamol, 

3- 0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-muscarin, 
4 , -0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-oxphenbutazon, 
2-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-salicylsaure, 

45 N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonyl]-diclofenac, 

N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonyl]-flufenaminsaure t 

4- N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonylH-methyl-aminophenazon, 

7-N-[4-(beta-r>G!ucuronyloxy)-benzyloxycarbonylHheophyllin, 1-N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycar- 
bonyl]-nifedipin, 

50 [4-(i3-D-glucuronyloxy)-3-nitrobenzyl]-2-[1 -cyano-1 -(N-4-trif luormethy Ipheny l)-carbamoyl]propen-1 -yl- 
carbonat, 

3^lsi-[4-N-( a jpha-I>Galactosyloxycarbonyl)-4-aminobenzyloxycarbonyl]-doxorubicin, 
9-0-[4-(beta-r>Glucuronyloxy)-3-chlorobenzyloxycarbonyl]-quinin 

oder 1 8-0-[3,5-Dimethoxy-4-[4-(beta-D-glucuronyloxy)-3-chlorobenzyloxycarbonyl]benzoyl]-reserpat ist. 
55 Diese Verbindungen konnen in eine geeignete galenische Darreichungsform (z.B. Liposomen oder 
getragert auf humane Proteine) gebracht werden und als Arzneimittel gebraucht werden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Formel I, 
dadurch gekennzeichnet, daB man ein Phenyl-glycosid der Formel II, hergestellt gemafi Andrianomenjana- 
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hary et al., Int. Carbohydr. Symposium, p. 299, Abstract A264, Paris, 1992, 

Glykosy l-Y[-C( = Y)-X-] p -W(R) n -X-C< = Y)-Z (II) 

worin 

Glykosyl ein Poly-.OIigo- Oder Monosaccharid, dessen Hydroxygruppen frei Oder mittels Acethyl- 
oder Mono-, Di- oder Trihalogenacetyl-Schutzgruppen mit Halogen Fluor oder Chlor oder 
Benzylschutzgruppen geschutzt sind, 

W ein Aromat oder Heteroaromat oder Aliphat mit konjugierten Doppelbindungen oder eine 

nach Abspaltung des Glykosylrests zyklisierender Aminosaurederivatrest, mit vorzugsweise 
5-20 Kohlenstoffatomen und 0-4 Heteroatomen, wobei Heteroatom N, 0 oder S bedeutet, 
ist, an den die Substituenten R gebunden sein konnen, wobei 

R unabhangig oder gleich H. Methyl, Methoxy, Carboxy, Methyloxycarbonyl, CN, Hydroxy, 

Nitro, Fluor, Chlor, Brom, Sulfonyl, Sulfonamid oder Sulfon (Ci-O-alkylamid sind und 

p 0 oder 1 

n eine ganze Zahl, 

X 0, NH, methylenoxy, methylenamino oder methylen (Ci -O-alkylamino 

Y 0 oder NH ist, und 

Z eine reaktive Abganggruppe ausgewahlt aus der Gruppe Chlorid, Bromid, Azid oder N- 

Succinimid-oxy ist, 

mit einem Wirkstoff vorzugsweise wie oben beschrieben Ober eine reaktive Hydroxy-, Amino- oder 
Iminogruppe in Gegenwart einer organischen Base ausgewahlt aus der Gruppe Triethylamin, Diisopropy- 
lethylamin oder Dimethylaminopyridin und einem Losungsmittel ausgewahlt aus der Gruppe Acetonitril, 
Dioxan, Tetrahydrofuran, Dichlormethan oder Dichlorethan zu einer geschOtzten Zwischenverbindung um- 
setzt und anschlieBend die Schutzgruppen hydrolytisch mit Alkalilauge, Alkalicarbonat, Alkalicyanid, Barium- 
oxid, Piperidin oder Morpholin in Gegenwart von Methanol, Ethanol oder Wasser abspaltet, wobei eine 
Verbindung der Formel I entsteht, 

Die pharmakologische Wirksamkeit von erfindungsgemaBen Glykosyl-Spacer-Wirkstoff-Verbindungen (im 
folgenden Prodrug genannt) wurde in vivo in relevanten tierexperimentellen Systemen getestet. Fur die 
onkologische Indikation wurde ein Modell ausgewahlt, in dem humane Tumore subkutan auf nackte Mause 
transplantiert werden und die erfindungsgemaBen Prodrugs nach Etablierung des Tumors i. v. appliziert 
werden. 

Die Ergebnisse (Beispiele 26 - 28 mit Tabellen) zeigen, daB die erfindungsgemaBen Prodrugs bei 
Tumoren mit signifikantem desintegrierendem Tumorzellanteil wesentlich wirksamer sind als die Standard- 
chemotherapie, durchgefuhrt mit der maximal vertraglichen Dosis an Drug. Hierbei ist es unbedeutend, ob 
die Desintegration eines signifikanten Tumorzellanteils durch die TumorgroBe und die daraus resultierende 
mangelhafte Ernahrung von Teilen des Tumors (zentrale Nekrose) bewirkt wird oder durch eine exogen 
zugefuhrte Substanz (Immuntoxin, Bestrahlung, Fusionsprotein als uberlegene Ausfuhrungsform eines 
Antikorperenzymkonjugates, Fusionsprotein aus einer Binderegion und der DNAse 1, z.B. scFVDNAsel, 
Zytostatikum, etc.) in einem vorhergehenden, parallel ablaufenden, oder danach eingesetzten Behandlungs- 
schritt induziert wird. Die uberlegene pharmakologische Wirksamkeit der erfindungsgemaBen Prodrugs ist 
durch folgende Eigenschaften bedingt: 

a) Die Prodrugs sind in vivo signifikant (> 70x) weniger toxisch als die in der Prodrug enthaltenen 
Standarddrugs. 

b) Die in vivo am Ort der Aktivierung (Tumor) aus der Prodrug freigesetzte zytotoxische Drugmenge ist 
unter obigen experimentellen Bedingungen 5-50x hoher als die durch i.v. Standardtherapie im Tumor 
erreichbare Drugmenge. 

c) Die in Normalgeweben unspezifisch aus der Prodrug freigesetzte Drugmenge bzw. durch potentielle 
Ausschwemmung von der am Tumor erzeugten Drug bedingte Drugkonzentration in den Normalgeweben 
liegt deutlich unter den Konzentrationen der Normalgewebedrug, die durch Applikation von Standard- 
drugs nach i.v. Gabe erreicht werden. Diese Beobachtung untermauert die Daten, welche die drastisch 
reduzierte in vivo Toxizitat der Prodrug gegenuber der Drug belegen (a). 

d) Plasmapharmakokinetische Untersuchungen sowie Urinanalysen zeigen, daB die erfindungsgemaBen 
Prodrugs in gesunden Tieren sehr schnell (t1/2 * 12 min) hauptsachlich uber die Nieren als ungespalte- 
ne Prodrugs ausgeschieden werden. 

Diese Beobachtungen lassen den SchluB zu, daB die erfindungsgemaBen Prodrugs eine ausreichende 
Hydrophilie besitzen, die eine hauptsachlich extrazellulare Verteilung in vivo bedingt. 
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Da der Glykosylanteil der erfindungsgemaBen Prodrugs so gewahlt ist, daB er nur von unter pathophy- 
siologischen Bedingungen lokal freigesetzten Enzymen abspaltbar ist, kann die lipophile Drug ebenfalls nur 
am Zielgewebe freigesetzt werden und dort ihre zytotoxische Wirkung entfalten. 

Steigern laBt sich die Gberlegene Wirkung einer erfindungsgemafien Prodrug mit zytotoxischer Drug- 
5 komponente dadurch, dafi sie mit erfindungsgemafien Prodrugs mit einer anderen zytotoxischen Drugkom- 
ponente kombiniert wird. Hierbei sind Prodrugkombinationen von Vorteil, bei denen zytotoxische Kompo- 
nenten mit unterschiedlichem Wirksamkeitsmechanismus verwendet werden, entsprechend der Poly-Che- 
motherapie. Besonders geeignet erscheint der Einsatz von Wirkstoffen, die sehr effizient Einzelstrang- und 
Doppelstrangbruche in der DNA hervorrufen wie Calicheamicin. Von besonderem Vorteil sind allerdings 
io erfindungsgemaBe Prodrugkombinationen, bei denen eine Drug zytotoxisches Potential hat, eine andere 
aber z.B. die Multi-Drug-Resistenz blockiert. 

Besonders geeignet sind in diesem Zusammenhang erfindungsgemaBe Prodrugs, deren Drugkompo- 
nente die Multi-Drug-Resistenz dadurch beeinfluBt, daB sie die Tyrosinphosphokinase inhibiert, die Differen- 
zierung induziert, Hormon- bzw. Hormonantagonistische Wirkung zeigt, ein Calmodulin-lnhibitor ist, ein 
75 Proteinkinase C-lnhibitor ist, ein P-Glykoproteininhibitor ist, ein lonenkanaiblocker ist, die mitochondriale 
Hexokinase inhibiert, die gamma-Glutamylcysteinsynthetase, die Glutathion-S-transf erase sowie die Supero- 
xiddismutase inhibiert. Weitere interessante Wirkstoffe zur Beeinflussung des Tumorwachstums sind Verbin- 
dungen, die das von Gerdes et al. (Amer. J. Pathol. 138, 867-873, 1991) beschriebene proliferationsindu- 
zierte Protein funktionell blockieren. Besonders als Wirkstoffkomponente in den erfindungsgemaBen Glyko- 
20 syl-Spacer-Wirkstoff-Verbindungen sollte sich die Effizienz dieser Wirkstoffe nach lokaler enzymatischer 
Aktivierung besonders selektiv nutzen lassen. 

Besonders gunstige therapeutische Effekte werden erzielt, wenn z.B. eine Glucuronyl-Spacer-Quinin 
Prodrug kombiniert mit einer Glucuronyl-Spacer-Doxorubicin Prodrug (siehe Tabelle 1) eingesetzt wird. 
Analytische Untersuchungen ergaben, daB in einer solchen Kombination die Quininkonzentration im Tumor 
25 ahnlich stark erhoht ist im Vergleich zu konventioneller Quininbehandlung wie die zytostatische Drugkon- 
zentration im Vergleich zu konventioneller Zytostatikatherapie. 

Fur die pharmakologische Prufung erfindungsgemafier Prodrugs, die fur nicht onkologische Erkrankun- 
gen geeignet sind, wurden folgende tierexperimentelle Systeme ausgewahlt: 

a) Granuloma pouch Modell in der Maus: 

30 Bottomley et al., Brit. J. Pharmacol. 93, 627-635 (1988) 

b) Adjuvansarthritis in der Ratte 

Schorlemmer et al., Exptl. Clin. Res. XVII (10/11) 471-483 (1991) 

c) DTH-Modell in der Maus 

Dickneite et al., Infect. Immun. 44 (1), 168-174 (1984) 
35 d) Dextransulfat-induzierte Colitis in der Maus 

Okayasu et al., Gastroenterology 98, 694-702 (1990) 

e) EAE-Modell 

Schorlemmer et al., Drugs Exptl. Clin. Res. XVII (10/11) 461-469 (1991) 

f) MRL-1 Modell 

40 Schorlemmer et al., Int. J. Immunother. VII (4) 169-180 (1991) 

In diesen Modellen wurde die Wirksamkeit, vor allem der in Beispiel 8 und 22 naher beschriebenen 
Prodrug-Verbindung 8 bzw. 22 untersucht. Oberlegene Wirksamkeit der Prodrug 22 gegenUber dem 
Wirkstoff (Leflunomid) selbst wurde vor allem bei der Adjuvansarthritis und der EAE festgestellt. Oberlegene 
Wirkung von Prodrug 8 gegenUber Standardtherapie wurde bei der DTH festgestellt. Ahnlich wie in den 

45 vorhergehenden Untersuchungen in der onkologischen Indikation war die Gberlegene Wirksamkeit mit 
hoheren Wirkstoff konzentrationen vor allem in der Synovialflussigkeit verbunden (Adjuvansarthritis). 

Diese Beobachtungen in den oben erwahnten nicht onkologischen Modellen legen die generelle 
Verwendbarkeit der erfindungsgemaBen Prodrugs nahe. Als Drugkomponente kommen alle Substanzen in 
Frage, deren therapeutischer Einsatz mit unangenehmen Nebenwirkungen verbunden ist, bzw. deren 

so Wirkkonzentration in vivo nur grenzwertig erreicht wird. Hierzu zahlen neben dem bereits in Prodrugform 
verwendeten immunsuppressiven Wirkstoff aus Beispiel 22 weitere Immunsuppressiva (Azathioprin, Metho- 
trexat, Cyclophosphamid, Chlorambucil, 15-Deoxy, spergualin, Cyclosporin A, FK 506 etc.), nicht steroidale 
antiinflammatorische Drugs (NSAIDs; Bsp.: Ibuprofen, Indomethacin, Aspirin etc.), slow acting anti-rheumatic 
drugs (SAADRs: Bsp.: Sulfasalazin, Penicillinamin, Chloroquin) und Steroide (Bsp.: Dexamethason, Predni- 

55 solon, etc.). Des weiteren eignen sich die im folgenden beispielhaft erwahnten Substanzen mit antiphlogisti- 
scher, analgetischer und antipyretischer Wirkung als Drugbaustein in den erfindungsgemaBen Prodrugs. 
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Beispiele fur Substanzen mit antiphlogistischer, analgetischer und antipyretischer Wirkung: 

1. Derivate organischer Sauren: 

- Salicylsaure 

- p. Aminosalicylsaure 

- Diclofenac 

- Flufenaminsaure 

- Mefenaminsaure 

2. Nicht saure Analgetika/Antiphlogistika 

- Paracetamol 

- Pyrazolon-Derivate (z.B. 4-Aminophenazon; 4-Methylaminophenazon) 

3. 

- Oxyphenbutazon 

Weitere Drugs, die sich als Baustein fur die erfindungsgemaBen Prodrugs eignen, sind die Ca ++ -Antagoni- 
sten (Bsp.: Nifedipin, Indikation: entzundliche Erkrankungen), die Antihistaminika (Bsp.: Terfenadin, Indika- 
tion: Allergie, Asthma, entzundliche Erkrankungen), Hemmstoffe der Phosphodiesterase (Bsp.: Theophyllin, 
Indikation: Asthma, Allergie, entzundliche Erkrankungen), Parasympathomimetika (Bsp.: Muskarin, Indika- 
tion: Autoimmunerkrankungen) sowie Sympathomimetika (Bsp.: Terbutalin, Fenoterol, Sulbutamol, Orcipre- 
nalin, Isoprenalin, Indikation: Asthma). 

Eine als Wirkstoff fUr die erfindungsgemaBen Prodrugs besonders geeignete Substanzklasse stellen die 
synthetischen Urokinaseinhibitoren dar (wie z.B. p-Nitrophenylguanidinobenzoat, Amilorid etc.), die vorzugs- 
weise bei der Behandlung entzundlicher Erkrankungen in Prodrugform zukUnftig Verwendung finden 
konnten. 

Zusammenfassend soil hier nochmals betont werden, daB die oben erwahnten Drugs bzw. die hieraus 
erfindungsgemaB herstellbaren Prodrugs nur Beispiele darstellen. Die erfindungsgemaBen Prodrugs lassen 
sich bei alien nicht onkologischen Erkrankungen einsetzen, bei denen Makrophagen, Granulozyten und 
Thrombozyten, insbesondere in aktiviertem Zustand vorkommen. In aktiviertem Zustand scheiden die oben 
erwahnten Zellen vornehmlich intrazellulare Enzyme aus, die eine ortsspezifische Aktivierung der erfin- 
dungsgemaBen Prodrugs ermoglicht. 

In der onkologischen Indikation erfolgt die Aktivierung der erfindungsgemaBen Prodrugs durch aus 
sterbenden Tumorzellen freigesetzte intrazellulare Enzyme. Dieses Phanomen tritt vor allem bei groBeren 
Tumoren auf (> 0.3 cm), aber auch nach Schadigung des Tumors durch Behandlung mit Immuntoxinen, 
Zytostatika, Bestrahlung, Fusionsproteinen, Antikorperenzymkonjugaten etc. Des weiteren kann ein Beitrag 
zur Prodrugaktivierung von im Tumor vorhandenen aktivierten Zellen (vor allem von Makrophagen, Granulo- 
zyten etc.) nicht ausgeschlossen werden. 

Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung: 

Beipiel 1 

^-O-^-falpha-D-GlucopyranosyloxyJ-phenylaminocarbonylj-etoposid (Verbindung 1 ) 

500 mg (0.68 mmol) 2",3 ,, -Di-0-chloraceryl-etoposid wurde in 50 ml DMF gelost und mit 0.34 ml (3 aq) 
Diisopropylethylamin und 0.12 ml (1.5 aq) Diphosgen bei Raumtemperatur versetzt. Die Reaktionsmischung 
wurde 2 h geruhrt und anschlieBend mit 0,22 ml Diisopropylethylamin und 250 mg (0.9 mmol) 4-(alpha-D- 
Glucopyranosyloxy)-anilin gelost in 50 ml DMF versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 14 h bei Raumtempe- 
ratur geruhrt, dann mit Ethylacetat versetzt und dreimal mit Citratpuffer (pH 5) ausgewaschen. Die 
organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und in vacuo eingedampft. Der ROckstand wurde 
saulenchromatographisch uber Kieselgel (50 g) mit Chloroform und Methanol 6:1 gereinigt. Es wurden 438 
mg 4'-0-[4-(alpha-D-Glucopyranosyloxy)-phenylaminocarbonyl]-2",3"-di-0-chloracetyl-etoposid erhalten. 
Diinnschichtchromatographische Analyse: Rf = 0.6 in Chloroform und Methanol 3:1. 
Das erhaltene Konjugat (400 mg) wurde in 80 ml Methanol gelost und mit 3.0 g lonenaustauscher Dowex 
1x8 versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 4 h bei Raumtemperatur geruhrt und das Harz wurde abfiltriert 
und nachgewaschen. Das Filtrat wurde in vacuo eingedampft. Der Ruckstand wurde uber Kieselgel (50 g) 
mit Chloroform, Methanol und Eisessig 5:2:2 gereinigt. Es wurden 256 mg Titelverbindung erhalten. 
Diinnschichtchromatographische Analyse: Rf = 0.46 in Chloroform, Methanol und Eisessig 5:2:2. 
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Beispiel 2 

4'-0-[4-(beta-D-Glucopyranosyloxy)-phenylaminocarbonyl}-etoposid (Verbindung 2) 

500 mg (0.68 mmol) 2",3"-Di-0-chloracetyl-etoposid wurde in 50 ml DMF gelost und mit 0.34 ml (3 aq) 
Diisopropylethylamin und 0.12 ml (1.5 aq) Diphosgen bei Raumtemperatur versetzt. Die Reaktionsmischung 
wurde 2 h geruhrt und anschlieBend mit 0,22 ml Diisopropylethylamin und 250 mg (0.9 mmol) 4-(beta-D- 
Glucopyranosyloxy)-anilin gelost in 50 ml DMF versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 14 h bei Raumtempe- 
ratur geruhrt, dann mit Ethylacetat versetzt und dreimal mit Citratpuffer (pH 5) ausgewaschen. Die 
organische Phase wurde tiber Natriumsulfat getrocknet und in vacuo eingedampft. Der RUckstand wurde 
saulenchromatographisch Uber Kieselgel (50 g) mit Chloroform und Methanol 6:1 gereinigt. Es wurden 450 
mg 4'-0-[4-(beta-D-Glucopyranosyloxy)-phenylaminocarbonyl]-2", 3 M -di-0-chloracetyl-etoposid erhalten. 
DUnnschichtchromatographische Analyse: Rf = 0.56 in Chloroform und Methanol 3:1. 
Das erhaltene Konjugat (400 mg) wurde in 80 ml Methanol mit 3.0 g lonenaustauscher Dowex 1x8 
entblockiert, wie im Beispiel 1 beschrieben. Es wurden 270 mg Titelverbindung erhalten. DUnnschichtchro- 
matographische Analyse: Rf = 0.44 in Chloroform, Methanol und Eisessig 5:2:2. 

Beispiel 3 

4'-0-[4-(alpha-D-Galactopyranosyloxy)-phenylaminocarbonyl]-etoposid (Verbindung 3) 

500 mg (0.68 mmol) 2",3"-Di-0-chloracetyl-etoposid wurde in 50 ml DMF gelost und mit 0.34 ml (3 aq) 
Diisopropylethylamin und 0.12 ml (1.5 aq) Diphosgen bei Raumtemperatur versetzt. Die Reaktionsmischung 
wurde 2 h gerUhrt und anschliefiend mit 0,22 ml Diisopropylethylamin und 250 mg (0.9 mmol) 4-(alpha-D- 
Galactopyranosyloxy)-anilin gelost in 50 ml DMF versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 14 h bei Raumtem- 
peratur gerUhrt, dann mit Ethylacetat versetzt und dreimal mit Citratpuffer (pH 5) ausgewaschen. Die 
organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und in vacuo eingedampft. Der RUckstand wurde 
saulenchromatographisch Uber Kieselgel (50 g) mit Chloroform und Methanol 6:1 gereinigt. Es wurden 460 
mg 4 f -0-[4-(alpha-D-Galactopyranosyloxy)-phenylaminocarbonyl]- 2",3 M -di-0-chloracetyl-etoposid erhalten. 
DUnnschichtchromatographische Analyse: Rf = 0.46 in Chloroform und Methanol 3:1. 
Das erhaltene Konjugat (420 mg) wurde in 80 ml Methanol mit 3.0 g lonenaustauscher Dowex 1x8 
entblockiert, wie im Beispiel 1 beschrieben. Es wurden 250 mg Titelverbindung erhalten. DUnnschichtchro- 
matographische Analyse: Rf = 0.41 in Chloroform, Methanol und Eisessig 5:2:2. 

Beispiel 4 

^-O-^fbeta-D-GlucuronyloxyJ-phenylaminocarbonylJ-etoposid (Verbindung 4) 

500 mg (0.68 mmol) 2",3"-Di-0-chloracetyl-etoposid wurde in 50 ml DMF gelost und mit 0.34 ml (3 aq) 
Diisopropylethylamin und 0.12 ml (1.5 aq) Diphosgen bei Raumtemperatur versetzt. Die Reaktionsmischung 
wurde 2 h geruhrt und anschliefiend mit 0,22 ml Diisopropylethylamin und 250 mg (0.86 mmol) 4-(6-0- 
Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-anilin gelost in 50 ml DMF versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 14 h bei 
Raumtemperatur gerUhrt, dann mit Ethylacetat versetzt und dreimal mit Citratpuffer (pH 5) ausgewaschen. 
Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und in vacuo eingedampft. Der Ruckstand 
wurde saulenchromatographisch Uber Kieselgel (50 g) mit Chloroform und Methanol 6:1 gereinigt. Es 
wurden 460 mg 4 , -0-[4-(6-0-Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-phenylaminocarbonyl]- -2",3 M -di-0-chloracetyl- 
etoposid erhalten. DUnnschichtchromatographische Analyse: Rf = 0.63 in Chloroform und Methanol 3:1. 
Das erhaltene Konjugat (400 mg) wurde in 80 ml Methanol mit 2.0 g Bariumoxid entblockiert. Es wurden 
280 mg Titelverbindung erhalten. DUnnschichtchromatographische Analyse: Rf = 0.24 in Chloroform, 
Methanol und Eisessig 5:2:2. 

Beispiel 5 

4 , -0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-3-nitro-benzylaminocarbonylhetoposid (Verbindung 5) 

500 mg (0.68 mmol) 2",3"-Di-0-chloracetyl-etoposid wurde in 50 ml DMF gelost und mit 0.34 ml (3 aq) 
Diisopropylethylamin und 0.12 ml (1.5 aq) Diphosgen bei Raumtemperatur versetzt. Die Reaktionsmischung 
wurde 2 h gerUhrt und anschlieBend mit 0,22 ml Diisopropylethylamin und 250 mg (0.80 mmol) 4-(6-0- 
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Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-3-nitro-benzylamin gelost in 50 ml DMF versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 
14 h bei Raumtemperatur geruhrt, dann mit Ethylacetat versetzt und dreimal mit Citratpuffer (pH 5) 
ausgewaschen. Die organische Phase wurde Liber Natriumsulfat getrocknet und in vacuo eingedampft. Der 
Ruckstand wurde saulenchromatographisch uber Kieselgel (50 g) mit Chloroform und Methanol 6:1 
gereinigt Es wurden 456 mg 4'-0-[4-(6-0-Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-3-nitro-benzyl-aminocarbonyl]- 
2",3 ,, -di-0-chloracetyl-etoposid erhalten. DGnnschichtchromatographische Analyse: Rf = 0.64 in Chloroform 
und Methanol 3:1. Das erhaltene Konjugat (400 mg) wurde in 80 ml Methanol mit 2.0 g Bariumoxid 
entblockiert. Es wurden 320 mg Titelverbindung erhalten. Dunnschichtchromatographische Analyse: Rf = 
0.27 in Chloroform, Methanol und Eisessig 5:2:2. 

Beispiel 6 

^-O-^^beta-D-GlucuronyloxyJ-S-chlor-benzylaminocarbonylJ-etoposid (Verbindung 6) 

500 mg (0.68 mmol) 2 ,, ,3 ,, -Di-0-chloracetyl-etoposid wurde in 50 ml DMF gelost und mit 0.34 ml (3 aq) 
Diisopropylethylamin und 0.12 ml (1.5 aq) Diphosgen bei Raumtemperatur versetzt. Die Reaktionsmischung 
wurde 2 h geruhrt und anschliefiend mit 0,22 ml Diisopropylethylamin und 250 mg (0.80 mmol) 4-(6-0- 
Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-3-chlor-benzylamin gelost in 50 ml DMF versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 
14 h bei Raumtemperatur gerUhrt, dann mit Ethylacetat versetzt und dreimal mit Citratpuffer (pH 5) 
ausgewaschen. Die organische Phase wurde Gber Natriumsulfat getrocknet und in vacuo eingedampft. Der 
RQckstand wurde saulenchromatographisch Gber Kieselgel (50 g) mit Chloroform und Methanol 6:1 
gereinigt. Es wurden 430 mg ^^-^(e-O-Methyl-beta-D-glucuronyloxy^S-chlor-benzyl-aminocarbonyl]- 
2",3 ,, -di-0-chloracetyl-etoposid erhalten. Dunnschichtchromatographische Analyse: Rf = 0.68 in Chloroform 
und Methanol 3:1. Das erhaltene Konjugat (400 mg) wurde in 80 ml Methanol mit 2.0 g Bariumoxid 
entblockiert. Es wurden 340 mg Titelverbindung erhalten. Dunnschichtchromatographische Analyse: Rf = 
0.29 in Chloroform, Methanol und Eisessig 5:2:2. 

Beispiel 7 

1 -N-^beta-D-GlucuronyloxyJ-benzyloxycarbonyll-mitomycin C 
(Verbindung 7) 

500 mg (1.13 mmol) 4-(6-Methyl-2,3,4-tri-0-acetyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzyl-alkohol wurden in 20 
ml Toluol gelost und mit 440 mg (3 aq) Diisopropylethylamin und 315 mg (1.5 aq) Diphosgen versetzt. Die 
Mischung wurde 1 h bei Raumtemperatur gerUhrt. AnschlieBend wurden 680 mg (1.8 aq) Mitomycin C und 
290 mg (2 aq) Diisopropylethylamin gelost in 50 ml DMF zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 14 h 
gerUhrt, dann mit Ethylacetat versetzt und mit Citratpuffer ausgewaschen. Die organische Phase wurde uber 
Natriumsulfat getrocknet und in vacuo eingedampft. Rohausbeute: 651 mg (72%). Das Konjugat (600 mg) 
wurde in 30 ml Chloroform und Methanol 2:1 gelost und mit 250 mg Bariumoxid versetzt. Nach 4 h Ruhren 
wurde der Ansatz abfiltriert und das Filtrat wurde eingedampft. Der Ruckstand wurde saulenchromatogra- 
phisch uber Sephadex mit Methanol und Wasser gereinigt. Ausbeute der Titelverbindung: 335 mg (75%). 

Beispiel 8 

14-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-3-nitro-benzylaminocarbonyl]-doxorubicin 
(Verbindung 8) 

400 mg (0,52 mmol) 3*-N-Fluorenylmethyloxycarbonyl-doxorubicin wurden in 20 ml Toluol gelost und 
mit 200 mg (3 aq) Diisopropylethylamin und 144 mg (1.5 aq) Diphosgen versetzt. Die Reaktionsmischung 
wurde 1 h bei Raumtemperatur gerGhrt und mit 294 mg (1 .8 aq) 4-(6-0-Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-3- 
nitro-benzylamin und 134 mg (2 aq) Diisopropylethylamin gelost in 50 ml DMF versetzt. Die Mischung 
wurde 14 h geruhrt, dann mit Ethylacetat versetzt und mit Citratpuffer (pH 5) ausgewaschen. Die organische 
Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und in vacuo eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchroma- 
tographisch uber Kieselgel gereinigt. Ausbeute: 370 mg (65%). Die geschutzte Zwischenverbindung (300 
mg) wurde in 20 ml THF gelost und mit 1.0 ml Piperidin versetzt. Nach 14 h Ruhren wurde der Ansatz in 
vacuo eingedampft und mit Toluol codestilliert. Der Ruckstand wurde in 20 ml Methanol gelost und mit 250 
mg Bariumoxid versetzt. Nach 5 h RUhren wurde die Reaktionsmischung abfiltriert und das Filtrat wurde in 
vacuo eingedampft. Der Ruckstand wurde saulenchromatographisch Gber Sephadex mit Methanol und 
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Wasser gereinigt. Ausbeute der Titelverbindung: 140 mg (56%). 
Beispiel 9 

4-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonylh4-hydroxy-1-N-(bis-2-chlorethyl)-anilin 
(Verbindung 9) 

400 mg (171 mmol) 4-Hydroxy-1-N-(bis-2-chlorethyl)-anilin wurden in 20 ml Toluol gelost und mit 950 
mg Diisopropylethylamin und 500 mg (1.5 aq) Diphosgen versetzt. Nach 1 h Ruhren wurden zu der 
Reaktionsmischung 960 mg (1.8 aq) 4-(6-0-Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzylamin und 0.63 ml Diisopro- 
pylethylamin gelost in 50 ml DMF zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde 14 gerUhrt, dann mit Ethylacetat 
versetzt und mit Citratpuffer ausgewaschen. Die organische Phase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und 
in vacuo eingedampft Der RUckstand (550 mg) wurde in Methanol gelost und mit 400 mg Bariumoxid 
versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 4 h geruhrt, abfiltriert und in vacuo eingedampft. Der Ruckstand 
wurde saulenchromatographisch Uber Sephadex gereinigt. Ausbeute der Titelverbindung: 420 mg. 

Beispiel 10 

4-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-terfenadin 
(Verbindung 10) 

Ausgehend von Terfenadin und 4-(6-0-Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzylamin wurde die Titelverbin- 
dung, wie im Beispiel 9 beschrieben, hergestellt. 

Beispiel 11 

3'-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-terbutalin 
(Verbindung 11) 

Ausgehend von Terbutalin und 4-(6-0-Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzylamin wurde die Titelverbin- 
dung, wie im Beispiel 9 beschrieben, hergestellt. 

Beispiel 12 

3'-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-fenoterol 
(Verbindung 12) 

Ausgehend von Fenoterol und 4-(6-0-Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzylamin wurde die Titelverbin- 
dung, wie im Beispiel 9 beschrieben, hergestellt. 

Beispiel 13 

1"-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-salbutamol 
(Verbindung 13) 

Ausgehend von Salbutamol und 4-(6-0-Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzylamin wurde die Titelverbin- 
dung, wie im Beispiel 9 beschrieben, hergestellt. 

Beispiel 14 

3-0-[4-(beta-D-G!ucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-muscarin 
(Verbindung 14) 

Ausgehend von Muscarin und 4-(6-0-Methylbeta-D-glucuronyloxy)-benzylamin wurde die Titelverbin- 
dung, wie im Beispiel 9 beschrieben, hergestellt. 
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Beispiel 15 

4».0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-oxyphenbutazon (Verbindung 1 5) 

5 Ausgehend von Oxyphenbutazon und 4-(6-0- Methyl-beta- D-glucuronyloxy)-benzy lam in wurde die Titel- 
verblndung, wie im Beispiel 9 beschrieben, hergestellt. 

Beispiel 16 

10 2-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzy laminocarbonyl]-salicylsaure (Verbindung 1 6) 

Ausgehend von Salicylsauremethylester und 4-(6-0-Methyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzylamin wurde 
die Titelverbindung, wie im Beispiel 9 beschrieben, hergestellt. 

15 Beispiel 17 

N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonyl]-diclofenac 
(Verbindung 17) 

20 Ausgehend von 4-(6-Methyl-2,3,4-tri-0-acetyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzyl-alkohol und Diclofenac wur- 
de die Titelverbindung, wie im Beispiel 7 beschrieben, hergestellt. 

Beispiel 18 

25 N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonyl]-flufenaminsaure 
(Verbindung 18) 

Ausgehend von 4-(6-Methyl-2,3.4-tri-0-acetyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzyl-alkohol und Flufenaminsau- 
re wurde die Titelverbindung, wie im Beispiel 7 beschrieben, hergestellt. 

30 

Beispiel 19 

4-N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzy!oxycarbonyl]-4-methyl- aminophenazon 
(Verbindung 19) 

35 

Ausgehend von 4-(6-Methyl-2,3,4-tri-0-acetyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzyl-alkohol und 4-Methylamino- 
phenazon wurde die Titelverbindung, wie im Beispiel 7 beschrieben, hergestellt. 

Beispiel 20 

40 

7-N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonylHheophyllin (Verbindung 20) 

Ausgehend von 4-(6-Methyl-2,3,4-tri-0-acetyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzyl-alkohol und Theophyllin 
wurde die Titelverbindung, wie im Beispiel 7 beschrieben, hergestellt. 

45 

Beispiel 21 

1 -N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonyl]-nifedipin (Verbindung 21 ) 

so Ausgehend von 4-(6-Methyl-2,3,4-tri-0-acetyl-beta-D-glucuronyloxy)-benzyl-alkohol und Nifedipin wurde 
die Titelverbindung, wie im Beispiel 7 beschrieben, hergestellt. 



55 
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Beispie! 22 

[4-(#-D^lucuronyloxy)-3-nitro^ 
(Verbindung 22) 

Der Chlorameisensaureester (4-[2 t 3 t 4-tri-0-Acetyl-)S-D-glucopyranosyl)methyluronat]-3-nitro-benzyIox- 
ycarbonylchlorid) laBt sich nach bekannten Methoden herstellen, z.B. aus Methyl-(4-hydroxymethyl-2- 
nitrophenyl-2,3,4-tri-0-acetyl-)3-D-glucopyranosid)uronat und Phosgen. Methyl-(4-hydroxymethyl-2-nitrophe- 
nyl-2,3,4-tri-0-acetyl-jS-D-glucopyranosid)uronat laBt sich aus Methyt-{2,3,4-tri-0-acetyl-/S-D-glucopyranosyl)- 
uronatbromid durch Umsetzung mit 2-Hydroxy-5-nitrobenzaldehyd und anschliessende Reduktion gewinnen. 
2-Cyano-3-hydroxy-N-(trifluormethylphenyl)crotonsSureamid tst der aktive Metabolit von Leflunomid, das 
Hydroxycrotonsaureamid-Derivat 2 (WO 91/17748). Es wird gemaB dort beschriebenem Beispiel 4B durch 
alkalische Ringoffnung von Leflunomid gewonnen. 5.5 g (0.091 Mol) 4-[(2,3,4-tri-0-Acetyl-/S-D- 
glucopyranosyl) methyluronat]-3-nitrobenzyloxycarbonylchlorid und 2.7 g (0.01 Mol) 2-Cyano-3-hydroxy-N- 
trifiuormethylphenylJcrotonsSureamid werden in 80 ml Acetonitril geldst Nach Zugabe von 1.7 g (0.01 Mol) 
AgN03 wird unter Ruhren 3 Stunden auf 60* C erhitzt. Das nach dem Abkuhlen und Abfiltrieren erhaltene 
Filtrat wird unter vermindertem Druck bis zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wurde in 200 ml 
Chloroform/Methanol 2:1 (v:v) gelost und mit 1.5 g Bariumoxid versetzt. Der Ansatz wurde 5 h geruhrt und 
das nach dem Abfiltrieren erhaltene Filtrat bis zur Trockne eingedampft. Nach saulenchromatographischer 
Reinigung erha'lt man so die Verbindung 22. 

Beispiel 23 

N-[N-(alpha-D-galactopyranosyloxycarbonyl)-4-hydroxymethyloxycarbonyl anilin]-doxorubicin (Verbindung 
23) 




O 



2,3,4,6- tetra-O- acetyl- D-ga!actopyranosid (2) 

Zu einer Losung von Penta-O-acetyl-D-galactose (10 g, 25.6 mmol) in DMF wurde Hydrazinacetat (3.5 
g, 38 mmol) hinzugegeben. Die Mischung wurde bei 80* C 15 Minuten lang erhitzt. Die abgekuhlte Losung 
wurde mit Wasser (100 ml) verdiinnt und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit 
Salzwasser gewaschen, getrocknet (MgS04) und abgedampft Aus dem RUckstand erhielt man nach Flash- 
Chromatographie (Cyclohexan : Ethylacetat, 3:2, v/v) 4.95 g (55 %) von Verbindung 2 als Feststoff 
Verbindung 2: CuH2oOio, Schmelzpunkt: 104 • C 
[aJo 20 + 95 • C (CI, CHCI 3 ) 
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N- [2,3,4,6- tetra- 0-azetyl-a-D-galactopyranosy!oxy]-p- toluidin (3) 

Zu einer Losung von Verbindung 2 (3.48 g, 10 mmol) in DMF (50 ml) wurde P-Tolylisocyanat (4.4 g, 33 
mmol) zugegeben. Nach 15 hrs Ruhren bei 40° C wurde die Reaktionsmischung mit H 2 0 (120 ml) 
verdunnt und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde zuerst mit H2O (2 x 50 ml), dann mit 
Salzlosung gewaschen, getrocknet (MgSO*) und dann unter reduziertem Druck abgedampft. Nach Flash- 
Chromatographic (Cyclohexan : Ethylacetat, 2:1, v/v) wurde Verbindung 3 (2.2 g, 45 %) erhalten. 
Verbindung 3: C22H27O1 1 N, Schmelzpunkt: 93 * C 
[ak 20 + 84- 0(01,08013) 

N~(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-galactopyranosloxycarbony/)4'formylanilin (6) und N-(2,3,4,6- 
tetra-0-acety/-a-D-gafactopyrano$yloxycarbonyl)4-hyroxymethyIanilin (7) 

Zu einer Losung von Verbindung 3(1 g) in CCU (60 ml) wurden N-bromosuccinimid (420 mg, 1.1 eq) 
und 120 mg Benzoylperoxid hinzugegeben. Nach 4 hrs ROhren unter RuckfluG wurde die abgektihlte 
Mischung filtriert und das Filtrat mit H 2 0, dann mit Salzlosung gewaschen und getrocknet (MgSO*). Nach 
Abdampfen unter reduziertem Druck wurde ein RGckstand von 1 g erhalten, der mit Flash-Chromatographie 
gereinigt wurde und 800 mg einer Mischung von Monobrom- und Dibrom-Verbindungen ergab. Diese 
Mischung wurde direkt weiterverwendet 800 mg der Mischung wurden in Aceton (14 ml) gelost und eine 
wSssrige Losung von Silbernitrat (0.1 N, 14 ml) wurde hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 3 hrs 
bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Filtration uber Celit wurde das Filtrat unter reduziertem Druck einge- 
dampft und die verbleibende wassrige Phase mit CH 2 CI 2 (Dichlormethan) extrahiert. Die organische Phase 
wurde mit H 2 0 und Salzlosung gewaschen, getrocknet (MgSOO und unter reduziertem Druck eingedampft. 
Der erhaltene RGckstand wurde mit Flash-Chromatographie (Cyclohexan : Aceton, 2:1, v/v) gereinigt und 
ergab 120 mg von Verbindung 6 und 260 mg von Verbindung 7. 

Verbindung 6: C22H25O12N, Schmelzpunkt: 81 * C 
Ho 20 + 109* (CI, CHCI3) 

Verbindung 7: C 22 H270i 2 H, Schmelzpunkt: 85* C 
[ak 20 + 129" (CI, CHCfe) 

N-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-a-D-galactopyranosyloxycarbonyl)-[(4-nitrophen 
hydroxymethylanilin] (8) 

Zu einer Losung von Verbindung 7 (300 mg) in CH2CI2 (30 ml) wurde P-nitropheny!chloroformiat (360 
mg) und Pyridin (0.18 ml) hinzugegeben. Nach 3 hrs RUhren bei Raumtemperatur wurde die Reaktionsmi- 
schung mit H 2 0 (50 ml) verdunnt und extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit H 2 0 und 
Salzlosung gewaschen und getrocknet (MgS0 4 ). Der nach Eindampfen unter reduziertem Druck erhaltene 
Rest wurde mit Flash-Chromatographie (Cyclohexan-Aceton, 2:1, v/v) gereinigt und ergab 380 mg (51 %) 
von Verbindung 8. 

Verbindung 8: C^KboOu^, Schmelzpunkt: 92° C 
["Id 20 + 81 • (CI, CHCI3) 

N-[N- (2,3,4,6- tetra- O-acetyl-a-D- galactopyranosyloxycarbonyl)4- 
hydroxymethy/oxycarbonylanilin]doxorubicin (9) 

Zu einer Losung von Verbindung 8 (100 mg) in DMF wurden 100 mg Doxorubicin und 80 ul 
Triethylamin gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 6 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Eindampfen 
unter reduziertem Druck (1 mm, A = 50* C) wurde der erhaltene Rest mit Flash-Chromatographie gereinigt 
und ergab 80 mg (50 %) von Verbindung 9. 

Verbindung 9: Cso02*H 5 *N2, Schmelzpunkt: 142* C 
[ab 20 + 196- (CI.CHCb) 

Verbindung 23 

Zu einer Losung von Verbindung 9 (100 mg) in MeOH (Methanol) (30 ml) wurden 20 mg Natriummetha- 
nolat hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 3 hrs geruhrt und mit Amberlite IRC-50 (H + ) neutrali- 
siert. Nach Filtration wurde das Filtrat unter reduziertem Druck eingeengt und ergab einen festen Ruck- 
stand. Flash-Chromatographie auf Silica (Acetonitril : Wasser, 9:1, v/v) dieses ROckstandes ergab 67 mg (80 
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%) von Verbindung 23. 

Verbindung 23: C4 2 H 46 0 2 oN 2 , Schmelzpunkt: 136' C 
[ah 20 + 225' (C0.1, ETOH) 
1H NMR (270 MHz, D 2 0): 5 1.3 (d, J = 6, 3H, Me-6); 1.9 und 2.2 (AB, 2H, CH 2 -8, J = 9); 2.8 und 2.9 (AB, 
2H, CH 2 -2, J = 20); 3.8 (S, 3H, OCH 3 ); 5.3 (m, 1H, H-V); 6.0 (d, 1H, J = 3.5); 7.1 (d, 1H, J = 8, H-3); 7.3 
(d, J = 8, 1 H, H-2); 7.5 (d, 1H, J = 8, H-1); 7.8 (m, H-arom). 

Beispiel 24 

9-0-[4-(beta-D-glucuronyloxy)-3-chlorobenzyloxycarbonyl]-quinin (Verbindung 24) 

4-0-D-methylglucuronyloxy-3-chlorobenzaldehyd (1) 

Eine Losung von 4-(2,3,4-tri-0-aceryl-/S-D-methylglucuronyloxy)-3-chlorobenzaldehyd (3.05 g, 6.45 
mmol) in 0.1 N-methanolischer Natriummethanolatlosung (50 ml) wurde bei 0* C 30 Minuten lang geruhrt. 
Die Reaktionsmischung wurde durch die Zugabe von Amberlite IRC 120 H + lonenaustauscher neutralisiert, 
filtriert und unter reduziertem Druck eingeengt und ergab 4-0-D-methylglucuronyloxy-3-chlorobenzaldehyd 
(1) als Schaum (2.17 g, 97%). 
CuHisCIQs, M = 346.5 

IR (KBr) v cm -1: 3400, 3030, 2975, 1375, 1040, 835. 

1 H NMR (300 MHz, (CDa^SO): 3.25-4.25 (4H, m), 3.70 (3H, s), 5.05 (1H, d, J = 7 Hz), 7.28 (1H, d, J = 8 
Hz), 7.75 (1H, dd, J = 8 Hz, J' = 2 Hz), 7.90 (1H, d, J = 2 Hz), 9.85 (1H, s). 
Ms (DCI/NH3) : m/z : 364/366 (M + NH 4 ) + . 

4-[2,3,4-tri- 0-(4-methoxybenzyl)-p-D-methylglucuronyloxy]- 3-chlorobenzaldehyd (2) 

Eine Losung von 4-^D-methylglucuronyloxy-3-chlorobenzaldehyd (2.10 g, 6.06 mmol) in trockenem 
Dimethylformamid (20 ml) wurde langsam zu einer Suspension von Natriumhydrid (2 g) in 20 ml trockenem 
Dimethylformamid hinzugegeben, 4-Methoxybenzylchlorid (3.2 ml, 23.5 mmol) wurden tropfenweise Uber 30 
Minuten hinweg hinzugegeben, und die Reaktionsmischung wurde gekuhlt, urn die Temperatur ungefahr bei 
20* C zu halten. Die Losung wurde weitere 18 hrs geruhrt und durch die Zugabe von Methanol (5 ml) 
aufgearbeitet. Nach 1 h wurde die Losung auf Eis gegossen und auf pH 8 mit 1 M Salzsaure eingestellt. Die 
wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (2 x 50 ml) extrahiert. Nach Waschen mit H 2 0 (2 x 50 ml) wurde die 
organische Phase zur Trockne eingedampft. Die Reinigung des Ruckstandes mit SSulenchromatographie 
auf Silica Gel 60 H [Hexan : Ethylacetat (8:2 v/v)] ergab 4-[2,3,4-tri-0-(4-methoxybenzyl)-^-D-methylglucuro- 
nyloxy]-3-chlorobenzaldehyd (2) als einen farblosen Schaum (1.97 g, 46 %). 
CasHsgCLOn.M = 706.5 

IR (KBr) v cm" 1 : 3040, 2945, 1725, 1505, 1375, 1130, 1040, 825. 1 H NMR (300 MHz, CDCfe): 3.30-4.50 (4H, 
m), 3.73 (3H, s), 3.85 (3H, s), 3.88 (3H, s), 3.92 (3H, s), 4.50-4.90 (6H, m), 5.12 (1H, d, J = 7 Hz), 6.90-7.80 
(15H, m), 10.02 (1H, s). MS (DCI/NH3) ; m/z : 722/724 (M + NH 4 ) + . 

2- Chloro-4 - hydroxymethylphenyl- 2,3,4 - W- 0-(4- methoxybenzyt)- £ - D-methytglucuronid (3) 

Eine Losung des Aldehyds 2 (1.57 g, 2.22 mmol) in Methanol (30 ml) wurde mit Natriumborhydrid (0.7 
g) behandelt und die Reaktionsmischung bei 0 • C 90 Minuten lang geruhrt. Die mit Wasser abgestoppte 
Reaktion wurde dann mit Dichlormethan (3 x 20 ml) extrahiert. Die Reinigung uber Saulenchromatographie 
uber Silica Gel 60 H [Hexan : Ethylacetat (7:3 v/v)] ergab 2-chloro-4-hydroxymethylphenyl-2,3,4-tri-0-(4- 
methoxybenzyl)-/8-D-methylglucuronide (3) als amorphen Feststoff (1.28 g, 81 %). 
C 3 8H 41 CIOii, M = 708.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3420, 3030, 2935, 1725, 1510, 1510, 1375, 1230, 1040, 825. 

'H NMR (300 MHz, CDCI 3 ) : 3.25-4.50 (4H, m), 3.69 (3H, s), 3.85 (3H, s), 3.87 (3H, s), 3.91 (3H, s). 4.50- 
4.80 (8H, m), 5.08 (1H, d, J = 7 Hz), 6.85-7.90 (15H, m). MS (DCI/NH 3 ) : m/z : 724/726 (M + NH 4 ) +% 

4-[2,3 t 4-tri-0-(4-methoxybenzyl)-fi-D-methylglucuronyloxy]-3-chloro-benzyl-4- 
nitrophenylcarbonat (4) 

Der Alkohol 3 (0.25 g, 0.35 mmol) wurde in Ethylacetat (1.5 ml) und Pyridin (0.15 ? ml) gelost. 4- 
Nitrophenylchloroformiat (0.30g, 1.48 mmol) wurde hinzugegeben und die Reaktionsmischung Uber Nacht 



15 



EP0 595 133 A2 



10 



15 



20 



30 



35 



gertihrt. Die Losungsmittel wurden unter reduziertem Druck entfernt. Die Reinigung des Ruckstandes durch 
Saulenchromatographie uber Silica Gel 60 H [Hexan : Ethylacetat (7:3 v/v)] ergab 4-[2 I 3,4-tri-0-(4- 
methoxybenzyl)-i9-D-methylglucuronyloxy]-3-chloro-benzyl-4-nitrophenylcarbonat (4) (0.16 g, 52%). 
C4SH44CINO15, M = 873.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3055, 2930, 1735, 1515, 1370, 1320, 1230, 1040, 830. 

'H NMR (300 MHz, CDCI 3 ) : 3.25-4.50 (4H, m) t 3.71 (3H, s), 3.82 (3H, s), 3.87 (3H, s), 3.91 (3H, s), 4.45- 
4.85 (6H, m), 5.05 (1H, d, J = 7 Hz), 5.15 (2H, s), 6.80-8.40 (19H, m). MS (DCI/NH 3 ) : 891/893 (M + NH*) + . 



CI 



COOCH3 /=r\ 



CH3O, 





OCH, 



Zu einer geruhrten Losung von 4 (0.15 g, 0.17 mmol) in Dichlormethan (20 ml) und Triethylamin (188 
ill) wurde Quinin hinzugegeben (50 mg, 0.15 mmol). Die Mischung wurde fur 80 hrs bei Raumtemperatur 
gehalten. Die Losungsmittel wurden unter reduziertem Druck abgedampft. Die Reinigung des Ruckstandes 
durch Saulenchromatographie und Silica Gel 60 H [Dichlormethan : Methanol (95:5 v/v)] ergab 5 als 
farblosen Schaum (0.057 g, 36 %). 
CssHfcsCHSfeOu, M = 1058.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3050, 2940, 1740, 1520, 1370, 1320, 1230, 1010, 835, 810. 

'H NMR (300 MHz, CDCI 3 ): 1.80-4.40 (15H, m), 3.72 (3H, s), 3.85 (3H, s)., 3.93 (6H, s), 3.95 (3H, s), 4.45- 
4.85 (6H, m), 5.10 (1H, d, J = 7 Hz), 5.15 (2H, s), 5.30 (2H, m), 5.72 (1H, m), 6.30 (1H, d, J = 7 Hz), 6.80- 
8.40 (19H, m), 8.75 (1H, d, J = 5 Hz) MS (DCI/NH3): 1076/1078 (M + NH 4 ) + . 



40 
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50 



CI 

C00CH3 y=\ 



OH I 



CH 3 0. 



OH 




H 2 — O 



55 

Zu einer geruhrten Losung von 5 (0.050 g, 0.05 mmol), die in Dichlormethan (10 ml) und Wasser (0.5 
ml), geldst war, wurden bei 5' C 2,3-dichloro-5,6-d}cyano-1,4-benzoquinone (0.017 g, 0.075 mmol) 
hinzugegeben. Nach 1 h wurde eine gesattigte wassrige Natriumhydrogencarbonatlosung (10 ml) hinzuge- 
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geben und die Mischung wurde schnell mit Dichlormethan (3x 15 ml) extrahiert. Die organische Phase 
wurde mit Wasser gewaschen. uber Natriumsulfat getrocknet und reduziertem Druck abgedampft. Der 
Ruckstand wurde auf einer Silica Gel 60 H Saule [Dichlormethan : Methanol (80:20 v/v)] chromatographiert 
und ergab 6 als einen amorphen Feststoff (0.023 g, 66 %). 
5 C 3 5H39CIN 2 0ii, M = 698.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3420, 3040, 2940, 1735, 1530. 1375. 1320. 1235. 1020. 830. 

'H NMR (300 MHz, (CDafeSO) : 1.80-4.30 (15H, m), 3.70 (3H, s), 3.94 (3H, s), 5.12 (1H, d, J = 7 Hz), 5.17 
(2H, s), 5.30 (2H, m), 5.71 (1H, m), 6.34 (1H, d, J = 7 Hz). 7.10-8.00 (6H, m), 8.77 (1H, d, J = 5 Hz). 
MS (FAB. Matrix : Nitrobenzyl AJkohol) : 699/701 (m + H) + . 

70 

Verbindung 24 




30 Zu einer Losung von 6 (0.020 g, 0.03 mmol) in wassrigem Phosphatpuffer (pH 8) (24 ml) wurde eine 
Schweineleber-Esteraselosung (Sigma # E-3128) (0.6 ml) und Aceton (12 ml) hinzugegeben. Die Mischung 
wurde fur 4 hrs bei 37 s C gehalten und unter reduziertem Druck eingeengt. Die Reinigung des Ruckstan- 
des durch SSulenchromatographie und Silica Gel 60 H [Acetonitril : Wasser (95:5 v/v)] ergab Verbindung 24 
als einen farblosen Feststoff (0.011 g, 56 %). 

35 C3*H 3 7CIN 2 0ii, M = 684.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3450, 3060, 2950, 1730, 1520, 1370, 1320, 1240, 1020, 820. 

1 H-NMR (300 MHz, (CDsfcSO): 1.80-4.30 (15H, m), 3.94 (3H, s)., 5.10 (1H, d, J = 7 Hz), 5.22 (2H, s), 5.32 
(2H, m), 5.70 (1H, m), 6.32 (1H, d, J =7 Hz), 7.10-8.00 (6H, m), 8.79 (1 H, d, J = 5 Hz). 
MS (FAB, Matrix : Nitrobenzyl Alkohol) : 685/687 (M + H) + . 

40 

Beispiel 25 

Methyl-18-0-[3,5-dimethoxy-4-[4-(beta-D-glucuronyloxy)-3-chlorobenzyloxycarbonyl]benzoyl]reserpat (Ver- 
bindung 25) 

45 

4-0 -D-glucuronyloxy- 3-chlorobenzaldehyd (8) 

Zu einer Losung von 4-/3-D-methylglucuronyloxy-3-chlorobenzaldehyd (1) (3.52 g, 10.1 mmol) in 
Tetrahydrofuran (60 ml) und Wasser (40 ml) wurde tropfenweise 2M wassrige Natri urn hydroxid losung (10 
so ml) Ober 30 Minuten hinzugegeben. Die Mischung wurde 2 hrs gerOhrt, durch Zugabe von Amberlite IRC 
50S H + lonenaustauscher neutralisiert, filtriert und zur Trockne eingedampft. Diese ergab 4-/3-D-glucurony- 
loxy-3-chlorobenzaldehyd (8) als einen farblosen Schaum (2.62 g, 78 %). 
Ci 3 Hi 3 CI08, M = 332.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3400. 3050, 2940, 1735, 1330, 1040, 830. 
55 'H NMR (300 MHz, (CDakSO) : 3.25-4.25 (4H, m), 5.05 (1 H, d, J = 7 Hz), 7.31 (1H, d, J = 8 Hz), 7.77 (1H, 
dd, J = 8 Hz, J' = 2 Hz). 7.92 (1H, d, J = 2 Hz), 9.82 (1H, s), 11.85 (1H, br. s). 
MS (DCI/NH3) ; m/z : 350/352 (M + NH4) + . 
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4- (2,3 ,4- tri- O - benzyl)- -D-benzylglucuronyloxy- 3 - chlorobenzaldehyd (9) 

Eine Losung von 9 (2.55 g, 7.67 mmol) in trockenem Dimethylformamid (20 ml) wurde langsam zu 
einer Suspension von Natriumhydrid (2 g) in 20 ml trockenem Dimethylformamid gegeben. Benzylbromid 
(5.0 ml, 42 mmol) wurde tropfenweise uber 30 Minuten unter KOhlung hinzugegeben, so daB die 
Reaktionstemperatur etwa 20* C betrug. Die Losung wurde weitere 18 hrs geruhrt und durch die Zugabe 
von Methanol (5 ml) aufgearbeitet. Nach 1 h wurde die Losung in Wasser gegossen und mit 1 M Salzsaure 
auf pH 8 gebracht. Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat (2 x 50 ml) extrahiert. Nach Waschen mit 
Wasser (2 x 50 ml) wurde die organische Phase zur Trockne eingedampft Der Riickstand wurde durch 
Saulenchromatographie auf Silica Gel 60 H [Hexan : Ethylacetat (85:15 v/v)] gereinigt und ergab 4-(2,3,4- 
trio-0-benzyl)-/3-D-benzylglucuronyl-oxy-3-chlorobenzaldehyd (9) als farblosen Schaum (2.04 g, 38 %). 
C41H37CIO8, M = 692.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3050, 2930, 1730, 1520, 1370, 1330, 1230, 1040, 825 

1 H NMR (300 MHz, CDCb) : 340-4.50 (4H, m), 4.50-5.00 (8H, m), 5.08 (1H, d, j = 7 Hz), 6.90-7.70 (23H, 
m), 9.93 (1H, s). MS (DCI/NH3) : m/z: 710/712 (M + NH*) + . 

2-Chloro-4-hydroxymethylphenyl-2,3A-tri-0-benzyl-fl-D-benzylglucuroni^ 

Eine Losung des Aldehyds 9 (2.00 g, 2.88 mmol) in Methanol (30 ml) wurde mit Natriumborhydrid (0.7 
g) behandelt und die Reaktionsmischung 90 Minuten bei 0° C geruhrt. Die mit Wasser abgestoppte 
Reaktion wurde dann mit Dichlormethan (3 x 20 ml) extrahiert. Die Reinigung durch Saulenchromatographie 
Ober Silica Gel 60 H [Hexan : Ethylacetat (7:3 v/v)] ergab 2-chloro-4-hydroxymethylphenyl-2,3,4»tri-0- 
benzyl-/9-D-benzylglucuronid (10) als amorphen Feststoff (1.91 g, 95 %). 
C41H39CIO8, M = 694.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3400, 3040, 2940, 1725, 1515, 1370, 1330, 1230, 1040, 825 

1 H NMR (300 MHz, CDCI3): 3.40-4.50 (4H, m), 4.50-5.00 (10H, m), 5.12 (1H, d, J = 7 Hz), 6.90-7.75 (23H, 
m). MS (DCI/NH3) : m/z : 712/714 (M + NH 4 ) + . 

4 - [(2,3,4 - tri- O - benzyl) - /3 -D-benzylglucuronyloxy]- 3-chtoro- benzyl- 4 - nitrophenylcarbona t 
(11) 

Der Alkohol 10 (0.40 g, 0.57 mmol) wurde in Ethylacetat (2 ml) und Pyridin (0.2 ml) gelost. 4- 
Nitrophenylchloroformiat (0.40 g, 1.97 mmol) wurde hinzugegeben und die Mischung uber Nacht geruhrt. 
Die Losungsmittel wurden unter reduziertem Druck abgedampft. Die Reinigung des Ruckstandes durch 
Saulenchromatographie Uber Silica Gel 60 H [Hexan : Ethylacetat (7:3 v/v)] ergab 4-[(2,3,4-tri-0-benzyl)-iS- 
D-benzylglucuronyloxy]-3-chloro-benzyl-4-nitrophenylcarbonat (11) (0.23 g, 47 %). 
C48H42CINO12, M = 845.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3050, 2940, 1735, 1510, 1360, 1320, 1230, 1050, 835, 810. 

1 H NMR (300 MHz, CDCI3) : 3.40-4.50 (4H, m), 4.55-5.00 (8H, m), 5.12 (1H, d, J = 7 Hz), 5.21 (2H, s), 
6.80-8.40 (27H, m). 

MS (DCI/NH3) : m/z : 863/865 (M + NH*) + . 
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Zu einer geruhrten LQsung von 11 (0.20 g, 0.235 mmol) in Dichlormethan (20 ml) und Triethylamin (260 
35 ul) wurde Methyl, 18-0-(3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzoyl)-reserpat [Lucas et al., J. Am. Chem. Soc 1959, 
81, 1928-1932] (130 mg, 0.22 mmol) hinzugegeben. Die Mischung wurde 22 hrs bei Raumtemperatur 
gehalten. Die Losungsmittel wurden unter reduziertem Druck abgedampft. Der Ruckstand wurde durch 
Saulenchromatographie und Silica Gel 60 H [Dichlormethan : Methanol (90:10 v/v)] gereinigt und ergab 12 
als farblosen Schaum (0.127 g, 44%). 
40 C 7 4H7sCIN 2 0i8, M = 1314.5 

IR (KBr) v cm-1 : 3050, 2940, 1750, 1720, 1515, 1360, 1320, 1280, 1230, 1050, 835. 

1 H NMR (300 MHz, CDCfe): 1.80-4.50 (19H, m), 3.46 (3H, s), 3.80 (3H, s), 3.82 (3H, s), 3.97 (6H, s), 4.60- 
5.00 (8H, m), 5.05 (1H, ddd, J = 12.9, 5 Hz), 5.14 (1H, d, J = 7 Hz), 5.22 (2H, s), 6.70-7.90 (28H, m). 
MS (FAB, Matrix: Thioglycerol): 1315/1317 (m + H + ). 
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Verblndung 25 




Zu einer Losung von 12 (0.100 g, 90.07 mmol) wurde Palladium (10 %) aul Aktivkohle (0.2 g) 
hinzugegeben, und die entstandene Mischung wurde 3 hrs unter Wasserstoff (1 Atm) gehalten. Der 
Katalysator wurde durch Filtration uber Celit entfernt. Das Filtrat wurde unter reduziertem Druck einge- 
dampft. Der Ruckstand wurde durch Saulenchromatographie und Silica Gel 60H [Acetonitril : Wasser (92:8 
35 v/v)] gereinigt und ergab Verbindung 25 als farblosen Schaum (0.034 g, 51 %). 
C4 6 H 51 CIN 2 0i 8 , M = 954,5 

IR (KBr) v cm-1 : 3450, 3050, 2940, 1740, 1725, 1520, 1500, 1360, 1280, 1230, 1050, 825. 
'H NMR (300 MHz, (CD 3 ) 2 SO)) : 1.80-4.50 (19H, m), 3.44 (3H, s), 379 (3H, s), 3.81 (3H, s), 3.99 (6H, s), 
5.04 (1H, ddd, J = 12.9, 5 Hz), 5.12 (1H, d, J = 7 Hz), 5.21 (2H, s). 6.70-7.80 (8H, m). 
40 Ms (FAB, Matrix: Thioglycerol) : 955/957 (m + H + ). Beispielhaft wurde die pharmakologische Wirksamkeit 
der in den Beispielen 1-25 synthetisierten Glykosyl-Spacer-Wirkstoff Verbindungen (in folgenden Prodrug 
genannt) in vivo in relevanten tierexperimentellen Systemen getestet. Fur die onkologische Indikation wurde 
ein Model! gewahlt, in dem humane Tumore subkutan auf nackte Mause trans plantiert werden und die 
erfindungsgemaBen Prodrugs nach Etablierung des Tumors i.v. appliziert wurden. 

45 

Beispiel 26: 

Ermittlung der akuten Toxizitat 

50 Zur Ermittlung der akuten Toxizitat wurden Nacktmausen (CD-1, nu/nu) am Tag 0 unterschiedliche 
Dosen der Testsubstanz, gelost in 0.5 ml 5 % Glucose- Losung, uber einen Zeitraum von 5 Minuten 
infundiert. Kontrollgruppen erhalten lediglich 0.5 ml, 5 % Glucose-Losung. Pro Konzentration der Testsub- 
stanz werden 5 Mause verwendet. Am Tag 14 wird die Zahl der tiberlebenden Mause ermittelt und nach 
der Litchfield Wilcoxon Methode die LD50 ermittelt. Die Toxizitat der untersuchten Prodrug im Vergleich 

55 zum Wirkstoff (Doxorubicin) ist in Tabelle 1 zusammengefafit. 
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Tabelle 1 



Akute Toxizitat in Nacktmausen 


Substanz 


LD50 (mg/kg) 


14-0-[beta-D-glucuronyl)-3-nitrobenzylaminocarbonyl]-doxorubicin 


> 1500 


Doxorubicin 


20 



Beispiel 27 

Inhibition des Wachstums von subkutan in der Nacktmaus wachsenden Humantumoren: 

Die wachstumsinhibierende Aktivitat der Testsubstarzen wurde in Anlehnung an die von Fiebig et al. 
(Proc. Europ. Soc. Med. Oncol, in Cancer Chemother. Pharmacol., Suppl. 9, 18, 1982; Verh. dtsch. Ges. inn. 
Med. 88, 966, 1982) und Inoue et al. (Cancer Chemother. Pharmacol. 10, 182-186, 1983) beschriebene 
Methode geprlift. Die getesteten Humantumore werden routinemaBig in Nacktmausen gehalten und passa- 
giert. Die Tumore werden bei jeder 3. Passage auf ihren humanen Charakter durch Immunhistochemie mit 
monoklonalen Antikorpern geprGft. Der Tumor wird unter sterilen Bedingungen entfernt und in kleine Stucke 
von etwa 5-10 mm 3 zerschnitten. Je ein Tumorstuckchen wird subkutan in die Seite einer Nacktmaus 
implantiert. Nach ca. 7-14 Tagen ist das Tumorstuckchen im umgebenden Gewebe angewachsen und die 
TumorgroBe A wird mit Hilfe einer Schieblehre und Messung zweier gegenuberliegender Durchmesser (a, 
b) nach folgender Formel bestimmt: 

A = a x b 

Nach einer erneuten, im Abstand von 3 Tagen vorgenommenen Messung der TumorgroBe werden die Tiere 
in die Kontrollgruppe und die zu behandelnden Gruppen (jeweils 6 Tiere/Gruppe) randomisiert. Hierbei 
werden nur Tiere verwendet, bei denen ein progressives Tumorwachstum festgestellt wurde. Beginnend mit 
dem Tag der Randomisiening (Tag -7) werden die Tiere gemSB dem unten angegebenen Schema mit den 
Testsubstanzen behandelt. Zweimal pro Woche werden die beiden Tumordurchmesser fur jede Maus 
gemessen und die individuellen Tumorflachen werden entsprechend der oben genannten Formel berechnet. 

Nach Beendigung des Experimentes werden die relativen TumorgroBen fOr jedes individuelle Tier zum 
jeweiligen MeBtag gemaB der Formel: A, = A(Tag x/A^ag o> berechnet. Danach wird der Median der 
behandelten Gruppe (A T ) in Beziehung zum Median der relativen TumorgroBe der Kontrolle (Ac) gesetzt 
und T/C % = Vt/Ac x 100 berechnet. Die statistische Signifikanz des antitumoralen Effektes wird mit Hilfe 
des Wilcoxon U-Testes bestimmt. 

Ergebnis: 



Tabelle 2 



Wirksamkeit gegenuber subkutan in der Nacktmaus wachsenden humanen Colontumoren (LoVo) 


Substanz 


Dosis (mg/kg) 


Behandlungsschema 


T/C (%) 


Signifikanz (p < 0.05) 


Prodrug* 


500 


1xi.v., dO 


40.0 


+ 


Fusionsprotein 


30 


1xi.v., d-7 


42.0 


+ 


+ Prodrug* 


500 


1xi.v., dO 






Doxorubicin 


12 


Ixi.v., dO 


78.4 





55 *: 1 4-0-[4-(beta-D-glucuronyloxy)-3-nitro-benzylaminocarbonyl]-doxorubicin 



Die in Tabelle 2 prasentierten tierexperimentellen Daten zeigen, daB das Tumorwachstum bei den 
Tieren, die mit Fusionsprotein und Prodrug Oder mit Prodrug allein behandelt wurden, weniger schnell ist 
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(T/C - 40%) als das bei Doxorubicinbehandlung beobachtete Tumorwachstum (T/C ~ 80%). Die Unterschie- 
de zwischen Doxorubicinbehandlung und Prodrugtherapie bzw. Doxorubicinbehandlung und Fusionsprotein 
+ Prodrugtherapie sind statistisch signifikant (p < 0.05). 

Uberraschenderweise war die Therapie in der Prodrug-Gruppe ebenso effizient wie in der Gruppe, die 

5 Fusionsprotein in Kombination mit Prodrug erhielt. Diese unerwartete Beobachtung konnte durch folgende 
Gewebeanalysen erklart werden: Histologische Untersuchungen an kryopraservierten LoVo-Tumoren, die 
zum Zeitpunkt der Prodrug- Oder Doxorubicintherapie (Tabelle 2, dO) von tumortragenden Nacktmausen 
entnommen wurden, zeigten, da8 die Tumore eine ausgedehnte zentrale Nekrose entwickelt hatten. Mittels 
eines histochemischen Nachweises (Murray et al., the journal of histochemistry and cytochemistry 37, 643- 

w 652, 1989) zur Bestimmung funktioneller humaner ^-Glucuronidase konnte gezeigt werden, daB innerhalb 
der Nekrose funktionell aktive humane ^-Glucuronidase vorhanden ist; d.h. Zellen, deren Zytoplasmamem- 
bran bereits zerstort ist, enthalten noch intrazytoplasmatisch funktionell aktive /^-Glucuronidase. Diese in der 
Nekrose lokalisierte, nicht durch die Zytoplasmamembran geschutzte, humane ^-Glucuronidase bewirkt die 
Spaltung der hydrophilen Prodrug zur Drug im LoVo-Tumor. 

75 Dieser unerwartete Befund der endogenen Aktivierung der Prodrug durch die zentrale Nekrose lieS sich bei 
einer Vielzahl humaner Tumorxenografts (Ovarial-, Brust-, Magen-, Lungen- und Darmkarzinomen) bestati- 
gen. Histologische und histochemische Untersuchungen an Biopsiematerialien aus humanen Karzinomen 
belegen, daB die zentrale Nekrose kein Artefakt darstellt, der nur bei xenotransplantierten Humantumoren 
auf Nacktmausen auftritt, sondern ein weit verbreitetes pathophysiologisches Phanomen darstellt, welches 

20 eine breite Einsatzmdglichkeit der Prodrug-Monotherapie beim Menschen erwarten laflt. Tumore, die keinen 
signifikanten Nekroseanteil entwickeln, konnen durch die Prodrug-Monotherapie jedoch nicht therapiert 
werden (Daten nicht gezeigt). Bei solchen Tumoren ist, urn die uberlegene Wirkung der Prodrugtherapie 
ausnutzen zu konnen, die Verwndung eines extrazellular im Tumor vorlokalisierten Fusionsproteins zwin- 
gend notig (Bsp.: disseminierte Metastasen, Kleine nicht nekrotische Primartumore etc.) 

25 

Beispiel 28 

Pharmakokinetik von Prodrug und Doxotubicin in tumortragenden Nacktmausen Zur Evaluierung der 
Konzentrationen an Prodrug und Doxorubicin in Gewebe und Tumor wurde die Prodrug (500 mg/kg) bzw. 

30 Doxorubicin (10 mg/kg) in Nacktmause, denen 14 Tage zuvor ein humaner Colontumor (Mz-Sto-1) subkutan 
implantiert worden war, uber einen Zeitraum von 5 min infundiert. Nach der Infusion wurden die Tiere zu 
unterschiedlichen Zeiten getotet und die Organe bzw. der Tumor entnommen. Zu je 230 mg Gewebe wurde 
770 u\ 20 mM Phosphat-Puffer, 10 mM Saccharolacton, pH 3.0, hinzugegeben und die Proben mit Hilfe 
eines Ultraturrax homogenisiert. Zu je 200 u\ dieses Homogenates wurden 40 ul 3.3 % Silbernitratlosung 

35 sowie 160 ul Acetonitril hinzugegeben. Nach 30minGtigem SchUtteln der Proben und anschlieBender 
Zentrifugation (5 min, 12000 g) wurden 100 ul des Uberstandes abgenommen, mit 300 u\ Phosphat-Puffer, 
10 mM Saccharolacton, pH 6.0, verdUnnt, der Gehalt an Prodrug bzw. Doxorubicin mittels automatischer 
Vorsaulenextraktion uber C-18 Bondelut-Kartuschen (AASP) und Hochdruckflussigkeitschromatographie 
analysiert. 

40 



45 



50 



55 
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Ergebnisse: 



Tabelle 3 

5 



10 



25 



Pharmakokinetik von Prodrug und Doxorubicin in tumortragenden Nacktmausen 


Substanz 


Prodrug (500 mg/kg) 


Doxorubicin (10 mg/kg) 


Organ 


Zeit nach 


Prodrug (ug/g) 


Doxorubicin (ug/g 


Doxorubicin (ug/g) 




Applikation (h) 








Tumor Mz-Sto-1 


0.5 


57,1 


4.7 


1.4 




1.0 


69,3 


11.4 






4.0 


12,4 


16.4 


1.8 




8.0 


3,4 


9.2 


1.4 


Herz 


0.5 


68,9 


4.8 


9.1 




1.0 


83,3 


5.1 


lU./ 




4.0 


5,8 


4.2 


14.3 




8.0 


0,7 


3.2 


5.8 


Leber 


0.5 


131,7 


11.6 


23.0 




1,0 


165,4 


13.2 


OQ ft 




4.0 


27,7 


8.2 


17.0 




8.0 


6,5 


6.0 


9.7 


Lunge 


0.5 


156,3 


6.7 


12.1 




1.0 


186,3 


10.2 


15.5 




4.0 


7,95 


9.3 


21 .9 




8.0 


0,8 


5.0 


15.3 


Niere 


0.5 


228,9 


18.2 


57.0 




1.0 


9373,0 


53.9 


39.5 




4.0 


162,3 


14.0 


30.2 




8.0 


48,2 


11.6 


14.9 


MHz 


0.5 


47,0 


6.8 


19.4 




1.0 


89,1 


9.7 


4.5 




4.0 


9,9 


13.5 


4.8 




8.0 


0,3 


7.3 


3.9 


Muskel 


0.5 


53,0 


2,0 


3.5 




1.0 


72,9 


2.9 


9.6 




4.0 


3,8 


2.7 


4.7 




8.0 


0,6 


2.0 


5.2 



Beispiel 29 

Oie Wlrkung von 14-0-[4-(beta-D-glucuronyloxy)-3-nitro*benzylaminocarbonyl]-doxorubicin (Prodrug) auf 
die Entzundung wurde in einem Modell zur Hautreaktion vom verzogerten Typ (Delayed Type Hypersensiti- 
vity, DTH) entsprechend der von Collins und Mackaness (J. Immunol., 101: 830-845, 1968) beschriebenen 
Methode untersucht. 

In diesem Modell wurden Mause mit einer definierten Menge abgetoteter Salmonella typhimurium 
Bakterien (10 9 ) zweimal im Abstand von einer Woche immunisiert. Drei Wochen nach der Erstimmunisie- 
rung wurde eine DTH-Reaktion provoziert, indem ein Salmonella typhimurium Antigen (STA) intraplantar 
mfiziert wurde. Es entwickelte sich ein lokales, entziindliches Infiltrat, das aus Granulozyten, Makrophagen, 
Lymphozyten sowie eingelagerter interstitieller FlUssigkeit bestand. Das AusmaB der Reaktion wurde uber 
die Zunahme der FuBschwellung 24 Stunden nach Provokation der Reaktion gemessen. Die Wirkung der 
Prodrug auf die Entzundungsreaktion wurde in zwei Behandlungsschemata gepruft. Eine Gruppe erhielt eine 
einmalige intravenose Gabe von 500 mg/kg Prodrug, 2 Stunden nach der Injektion von STA, eine weitere 



23 



EP 0 595 133 A2 



Gruppe erhielt drei Injektionen von jeweils 300 mg/kg Prodrug zum Zeitpunkt 2, 5 und 8 Stunden nach der 
STA Injektion. 

Wie Tabelle 4 zeigt, fuhrten beide Behandlungsschemata mit der Prodrug zu einer signifikanten Reduktion 
der EntzOndungsreaktion, wobei die dreimalige Substanzgabe der Standardtherapie mit dem Antiinflamma- 
5 torikum Ibuprofen leicht Gberlegen war. 

Tabelle 4 



Gruppe 


24 h FuGschwellung 


1 . Negativkontrolle 


0.82 ± 1.32 


2. Positivkontrolle 


10.7 ±3.4 


3. Prodrug, 500 mg/kg, 1x i.v. (t = + 2 h) 


3.5 ± 3.9 x 


4. Prodrug, 300 mg/kg, 3x i.v. (t= + 2, + 5, + 8 h) 


1.1 ± 1.3 « 


5. Ibuprofen 200 mg/kg, 1 x p.o. (t = 0) 


1.7 ±2.2 ** 


Signifikanzen gegen Positivkontrolle (Gruppe 2) nach Student t-Test 


x: p < 0.01 ; 
xx: p < 0.001 



Beispiel 30 

14-0-[4»(beta-D-Glucuronyloxy)-3-nitro-benzylaminocarbonyl]-doxorubicin (Prodrug) wurde gemaB D. 
Papahadjopoulos et al. (PNAS, USA 88:11460-11464, 1991) in "stealth^Liposomen eingeschlossen. Nach 
i.v.-lnjection in CD1 nu/nu Mause war die Plasmahalbwertszeit der in Liposomen eingeschlossenen Prodrug 
von * 40 Stunden deutlich langer als die Plasmahalbwertszeit der freien Prodrug (« 20 min) (Daten nicht 
gezeigt). Diese signifikante t1/20 Verlangerung fuhrte zu verbesserter pharmakologischen Wirksamkeit. Eine 
weniger deutliche Plasmahalbwertszeitverlangerung wurde durch Vorinkubation der Prodrug mit 50 g/l 
humanem Serumalbumin Oder humanem sauren alpha-1 Glykoprotein erzielt. 

PatentansprUche 

1. Verwendung von Glykosyl-Spacer-Wirkstoff-Verbindungen zur Herstellung eines Arzneimittels zur Be- 
handlung von Krankheiten, bei denen intrazellulare Enzyme freigesetzt werden oder durch Zellzersto- 
rung zuganglich werden. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Glycosylrest ein enzymatisch abspalt- 
bares Mono-, Oligo- oder Polysaccharid darstellt. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirkstoff eine Verbindung ist, die 
antitumorale oder antiinflammatorische oder immunsuppressive Eigenschaften hat, wobei der Wirkstoff 
eine kopplungsfahige OH- oder NH 2 -Gruppe enthalt. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Spacer selbsteliminierend ist, 
und/uber O oder N an den Glykosylrest und uber O oder N an den Wirkstoff gebunden ist. 

5. Verbindung der 
Formel I 



55 



Gly kosyl-Yl-C( = Y>X-] p -W(R) n -X-C( = Y)-Wirkstoff (I) 
worin 

Glykosyl ein enzymatisch abspaltbares Poly-.OIigo- oder Monosaccharid, 
W ein Aromat oder ein Heteroaromat oder ein Aliphat mit konjugierten Doppelbindungen 

Oder eine nach Abspaltung des Glykosylrests zyklisierendes Aminosaurederivat, bei 
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dem die Substituenten 

R unabhangig Oder gleich H, Methyl, Methoxy, Carboxy, Methyloxycarbonyl, CN, Hy- 

droxy, Nitro, Fluor, Chlor, Brom, Sulfonyl, Sulfonamid oder Sulfon (Ci-O-alkylamid 
sind, 

5 p Ooderl, 

n eine ganze Zahl, 

X 0, NH, methylenoxy, methylenamino oder methylen-(Ci -O-aikylamino und 

Y 0 oder NH ist, und 

Wirkstoff eine Gber eine Hydroxy-, Amino- oder Iminogruppe verknupfte Verbindung mit biologi- 
70 scher Wirkung, auBer bei p = 0 Gber eine 3'-Aminogruppe verknUpfte Anthrazykline, 

bedeutet. 

6. Verbindung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 

W ein Aromat oder ein Heteroaromat oder ein Aliphat mit konjugierten 

75 Doppelbindungen oder eine nach Abspaltung des Glykosylrests zykli- 

sierender Aminosaurederivatrest mit 5-20 Kohlenstoffatomen und 0-4 
Heteroatomen, wobei Heteroatom N, O oder S bedeutet, ist, an den 
Substituenten gebunden sein konnen und 

R, p. n, X, Y und Wirkstoff wie in Anspruch 5 definiert sind. 
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7. Verbindung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 

W ein Phenylrest oder ein mehrfach substituierter Phenylrest, bei dem die 

Substituenten 

R unabhangig oder gleich H, Methyl, Methoxy, Carboxy, Methyloxycarbonyl, 

2 5 CN, Hydroxy, Nitro, Fluor, Chlor, Brom, Sulfon , Sulfanoyl oder (Ci-*)-a1kyl 

sulfanoyl sind, 
n 1 bis 4 und 

p, X, Y und Wirkstoff wie in Anspruch 5 definiert sind. 

30 a Verbindung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB 

W ein Phenylrest oder ein monosubstituierter Phenylrest, bei dem einer der 

Substituenten 

R Methoxy, Methyloxycarbonyl, CN, Hydroxy, Nitro, Fluor, Chlor, Brom, Sul- 

fon oder Sulfanoyl ist, die ubrigen Wasserstoff sind, und 
35 p, X, Y und Wirkstoff wie in Anspruch 5 definiert sind. 

9. Verbindung nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, daB Wirkstoff ein bei p = 0 nicht Gber 3'- 
Aminogruppen verknupftes Anthrazyklin 

vorzugsweise Doxorubicin, 4'-epi-Doxorubicin, 4- oder 4-Desoxydoxorubicin 

40 oder eine Verbindung vorzugsweise aus der Gruppe 

Etoposide, N-Bis-(2-chlorethyl)-4-hydroxyanilin, 4-Hydroxycyclophosphamid, Vindesin, Vinblastin, 
Vincristin, Terfenadin, Terbutalin, Fenoterol, Salbutamol, Muscarin, Oxyphenbutazon, SalicylsSure, p- 
Aminosalicylsaure, 5-Fluorouracil, 5-Fluorouridin, 5-Fluorocytidin, Methotrexat, Diclofenac, Flufenamin- 
sSure, 4-Methylaminophenazon, Theophyllin. Nifedipin, Mitomycin C, Mitoxantron, Camptothecin, m- 

45 AMSA Taxol, Nocodaxol, Colchicin, Cyclophosphamid, Rachelmycin, Cisplatin, Melphalan, Bleomycin, 
Stickstoff-Senfgas, Phosphoramid-Senfgas, Verrucarin A, Neocarzinostatin, Calicheamicin, Dynemicin, 
Esperamicin A, Quercetin, Genistein, Erbstatin, Tyrphostin, Rohitukinderivat, Retinolsaure, Buttersaure, 
Phorbolester, DMSO, Aclacinomycin, Progesteron, Buserelin, Tamoxifen, Mifepriston, Onapriston, N-(4- 
aminobutyl)-5-chloro-2-naphtalen-sulfonamid, Pyridinyloxazol-2-on, Quinolyl-, lsoquinolyloxazolone-2-on, 

so Staurosporin, Ethanolamin, Verapamil, Forskolin, 1 ,9-Dideoxyforskolin, Quinin, Quinidin, Reserpin, 18-0- 
(3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzoyl)-reserpat, Lonidamin, Buthioninsulfoximin, Diethyldithiocarbamat, Cy- 
closporin A, Rapamycin, Azathioprin, Chlorambucil, Hydroxycrotonsaureamid-Derivat 2, 15-Deoxysper- 
gualin, FK 506, Ibuprofen, Indomethacin, Aspirin, Sulfasoiazin, Penicillinamin, Chloroquin, Dexametha- 
son, Prednisolon, Mefonaminsaure, Paracetamol, 4-Aminophenazon, Muskosin, Orciprenalin, Isoprena- 

55 lin, Amilorid, p-Nitrophenylguanidinobenzoat 

oder deren durch eine oder mehrere Hydroxy-, Amino- oder Iminogroppen zusatzlich substituierte 
Derivate bedeutet, wobei Wirkstoffe bevorzugt sind, die schon eine Hydroxy-, Amino- oder Iminogruppe 
tragen. 
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10. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Formel I in Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
man ein Phenyl-glycosid der Forme! II, 

Glykosyl-Y[-C( = Y)-X-] p -W(R) n -X-C( = Y)-Z (II) 

worin 

Giykosyl ein Poly-.OIigo Oder Monosaccharid, dessen Hydroxygruppen frei oder mit- 

tels Acetyl- oder Mono-, Di- oder Trihalogenacetyl-Schutzgruppen mit Halo- 
gen Fluor oder Chlor oder Benzylschtzgruppen geschutzt sind, 

W, R, p, n, X, Y wie in Anspruch 5 definiert sind und 

Z eine reaktive Abgangsgruppe ausgewahlt aus der Gruppe Chlorid, Bromid, 

Azid oder N-Succinimid-oxy ist, 

mit einem Wirkstoff wie in Anspruch 5 definiert in Gegenwart einer organischen Base ausgewahlt 
aus der Gruppe Triethylamin, Diisopropylethylamin oder Dimethylaminopyri- 
din und einem Losungsmittel ausgewahlt aus der Gruppe Acetonitril, Dioxan, 
Tetrahydrofuran, Dichlormethan oder Dichlorethan zu einer geschutzten Zwi- 
schenverbindung umsetzt und anschlieSend die Schutzgruppen hydrolytisch 
mit Alkalilauge, Alkalicarbonat, Alkalicyanid, Bariumoxid, Piperidin oder Morp- 
holin in Gegenwart von Methanol, Ethanol oder Wasser abspaltet, wobei eine 
Verbindung der Formel I entsteht. 

1 1 . 4'-0-[4-(alpha-D-Glucopyranosyloxy)-phenylaminocarbonyl]- etoposid, 4'-0-[4-(beta-D-Glucopyranosy- 
loxy)-phenylaminocarbonyl]- etoposid, ^-O-^alpha-D-GalactopyranosyloxyJ-phenylaminocarbonyl] 
-etoposid, ^-O-^beta-D-GlucuronyloxyJ-phenylaminocarbonylJ-etoposid, 4'-0-[4-(beta-D-Glucurony- 
loxy)-3-nitro-benzylaminocarbonyl]-etoposid, 4'-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-3-chlorbenzylaminocarbo- 
nyl]-etoposid, 1 -N-[4-(beta-D-G!ucuronyloxy)-benzyloxycarbonyl]-mitomycin C, 14-0-[4-(beta-D-Glucuro- 
nyloxy)-3-nitro-benzylaminocarbonyl]-doxorubicin, 4-0-[4-(beta-D-Giucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]- 
4- hydroxy-1-N-(bis-2-chIorethyl)-anilin, 4-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-terfenadin, 
3 , -0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-terbutalin, 3'-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzy- 
laminocarbonylj-fenoterol, 1 n -0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]- salbutamol, 3-0-[4- 
(beta-D-GIucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-muscarin, 4'-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylamino- 
carbonyl]- oxyphenbutazon, 2-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylaminocarbonyl]-salicylsaure, N-[4- 
(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonyl]-diclofenac, N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbo- 
nyl]-flufenaminsaure, 4-N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzylorycarbonylH-methylaminophenazon, 7-N- 
[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycarbonyl]-theophyllin, 1-N-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-benzyloxycar- 
bonyl]-nifedipin, [4-(/3-D-glucuronyl)-3-nitrobenzyl]-2-[1-cyano-1-(N-4-trifluormethylphenyl)carbamoyl]- 
propen-1-yl-carbonat, N-[N-(alpha-D-Galactopyranosyloxycarbonyl)-4-hydroxymethyloxycarbonyl anilin]- 
doxorubicin, 9-0-[4-(beta-D-Glucuronyloxy)-3-chlorobenzyloxycarbonyl]-quinin oder 18-0-[3,5-dime- 
thoxy-4-[4-(beta-D-glucuronyloxy)-3-chlorobenzyloxycarbonyl]benzoyl]-reserpat. 

12. Verwendung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, da0 die Verbindung in Liposomen oder 
gebunden an Tragerproteine vorzugsweise humanes Serumaibumin oder humanes saures a!pha-1 
Glykoprotein vorliegt. 

13. Verwendung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB die Verbindung in Kombination mit einer 
Verbindung vorliegt, welche die "multi drug resistance" bricht, vorzugsweise Cyclosporin A, R- 
Verapamil, Pentoxyfillin oder Rapamycin. 
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